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RESUMO

A expressdo de receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) por meio da técnica de g-PCR foi
avaliada em 26 cadelas portadoras de neoplasias mamarias e cinco cadelas sem afec¢des mamarias (grupo
controle). Os resultados mostraram que os trés grupos de animais estudados — com tumor maligno ou
benigno e controle — expressaram receptores de estrdgeno alfa, beta e progesterona. A quantificacdo
relativa mostrou tendéncia para uma expressdo maior de receptores no grupo controle e menor no grupo
de animais com neoplasias malignas. Além disso, observou-se expressdo maior de ERa em relagdo ao
ERpB, e as neoplasias malignas de origem mista apresentaram maiores concentracfes dos receptores PR,
ERa e ERB que as neoplasias de origem epitelial.
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ABSTRACT

The estrogen and progesterone receptor (ER and PR) expression with the g-PCR technique was evaluated
in 26 female dog carrying of mammary tumors and five female dogs without mammary disease (control
group). The results showed that the three animal groups evaluated — malignant or benign tumor and
control — expressed alpha and beta estrogen and progesterone receptors. The relative quantification
showed a tendency for a higher expression of receptors from the control group and smaller in the
malignat tumors animal group. Also, there was a major ERa expression regarding to ERB and the
malignat tumors from mixed origin presented higher concentrations of receptors PR, ERa and ERf, when
compared to tumors of epithelial origin.
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INTRODUCAO

Os tumores da glandula maméria de cdes tém
interesse especial para 0s pesquisadores que
trabalham com neoplasias em razdo de algumas
similaridades com o cancer de mama humano.
Inclusive tem sido proposto, em muitos
trabalhos, o estudo dessas lesdes na espécie
canina como modelo comparativo para a espécie
humana (Schneider, 1970; Peleteiro, 1994). As
hip6teses etiolégicas da neoplasia maméria
envolvem a origem viral, influéncia da dieta e
obesidade, componentes genéticos, estresse

Recebido em 8 de maio de 2011
Aceito em 20 de julho de 2012
E-mail: renataramos_vet@yahoo.com.br

oxidativo e, principalmente, influéncia hormonal
(Peleteiro, 1994; Fonseca e Daleck, 2000;
Zuccari et al., 2001; Silva et al., 2004).

Nas cadelas, a ovariossalpingohisterectomia
realizada antes do primeiro estro reduz o risco de
desenvolvimento da neoplasia mamaéria para
0,5%; esse risco aumenta significativamente nas
fémeas esterilizadas apds o primeiro ciclo estral
(8,0%) e 0 segundo (26%). A protecdo conferida
pela castracdo desaparece ap0s 0s dois anos e
meio de idade, quando nenhum efeito é obtido
(Schneider et al., 1970; MacEwen e Withrow,
1996; Zuccari et al., 2001).



Ramos et al.

Os estrdgenos sdo considerados os promotores da
iniciacdo das células mamarias cancerigenas e
podem aumentar a taxa de proliferacdo pelo
recrutamento de células ndo ciclicas dentro do
ciclo celular. Além disso, alguns proto-
oncogenes nucleares sdo  regulados  por
transcricdo pelos estrégenos, o que sugere uma
contribuicdo  direta dos  estrégenos na
carcinogénese (Schmitt, 1995). Ademais, o0
estrégeno promove o crescimento celular por
estimular a liberacdo do fator de crescimento
tumoral alta (TGF-alfa) e do fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF-I) e por inibir o fator
de crescimento tumoral B (TGF-B), além de
estimular o crescimento ductal (MacEwen e
Withrow, 1996) e aumentar o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), um
fator-chave para a angiogénese (lllera et al.,
2006).

Em cées, a progesterona exdgena estimula a
sintese de horménio do crescimento na glandula
mamaria com proliferacdo Idbulo-alveolar e
consequente hiperplasia de elementos
mioepiteliais e secretdrios, induzindo a formagéo
de nddulos benignos em animais jovens (Mol et
al., 1997; Rutteman et al., 2001; Meuten, 2002).
Tais alteraces, no entanto, podem predispor o
tecido a uma transformacdo maligna (Zuccari et
al., 2001). A utilizacdo regular dessas drogas, em
fémeas ou em machos, aumenta em trés vezes o
risco de aparecimento de carcinomas e tumores
benignos (Ferreira e Amorim, 2003).

Receptores de progesterona e estrégeno (PR e
ER) estdo presentes tanto no tecido neoplasico
qguanto no tecido normal (Moulton, 1990;
Rutteman, 1990; Donnay et al., 1995). Mais de
50% dos tumores mamarios caninos e 65-70%
dos tumores de mama humanos expressam ER e
PR (Thuréczy et al., 2007).

Animais com tumores de mama com ER e PR,
ou somente ER, apresentam melhor prognéstico
que aqueles que possuem somente PR, visto que
a presenca dos primeiros correlaciona-se com
tumores bem diferenciados. A diminuicdo da
relagdo ER/PR em carcinomas mamarios, que
originariamente continham esses receptores, tem
sido associada com diminuicdo da diferenciagdo
celular e progressdo da doenca, tanto em cées
quanto em humanos (Sartin et al., 1992).
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A funcdo dos receptores hormonais nas
neoplasias tem sido exaustivamente estudada.
Acredita-se que exista relagdo entre 0 ndmero
desses receptores e a capacidade proliferativa das
células neoplasicas (Costa et al., 2002).

A dependéncia hormonal dos tumores mamarios
caninos geralmente diminui com o aumento da
malignidade e alta proliferacdo celular,
ocorrendo em tumores malignos com baixa
expressdéo de receptores de progesterona
(Geraldes et al., 2000).

Trabalhos que utilizaram  técnicas  de
imunomarcagdo em tumores de mama de cadelas
constataram que 70% dos tumores benignos e
cerca de 40% a 60% dos malignos possuem
receptores para estrogeno ou progesterona. Desse
modo, quanto menos diferenciada a neoplasia,
menor a expressao dos receptores hormonais e
maior a autonomia das células neoplasicas,
tornando pior o prognostico da cadela (Peleteiro,
1994; Cassali, 2000; Geraldes et al., 2000).

Dentre os adenocarcinomas mamarios caninos,
50 a 53 % s&o ricos em receptores de estrgeno e
44% sdo ricos tanto em receptores de estrogeno
como de progesterona (Johnston, 1998).

Na tentativa de estabelecer novos meios de
diagndstico e  prognéstico, tém  sido
desenvolvidos estudos na éarea da biologia
molecular. Tais procedimentos sdo realizados ao
calcular-se o indice de proliferacdo tumoral e a
quantificacdo do grau de microvascularizacdo
dos tumores mamaérios caninos (Queiroga e
Lopes, 2002).

Ao contrario do que ocorre na mulher, a
determinagdo de ER e PR ainda ndo é utilizada
rotineiramente no prognéstico de carcinomas
mamarios caninos e felinos, e nenhuma terapia
enddcrina € normalmente dada a esses animais.
O diferente padrdo de expressdo dos horménios
esteroides nos tumores mamarios caninos e
felinos pode ser relevante para selecionar as
pessoas que podem se beneficiar da terapia
enddcrina e para estudar protocolos terapéuticos
baseados na administracdo de antagonistas de
receptores de hormdnios esteroides (Milanta et
al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo
génica dos receptores de estrégeno e
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progesterona, por meio da técnica de g-PCR, de
cadelas portadoras de neoplasias mamarias.

MATERIAL E METODOS

Vinte e seis animais portadores de tumores
mamarios, 24 malignos e duas lesBes benignas,
foram submetidos a mastectomia. Fragmentos
das amostras foram transferidos para criotubos e
armazenados em nitrogénio liquido (-196°C)
para posterior analise. As amostras do grupo-
controle (n=5) foram retiradas por meio de
bidpsia incisional.

O RNA total foi recuperado a partir de 50-100mg
de tecido mamario ou neoplésico imerso em 1mL
de solucéo Trizol (Invitrogen®). A cada amostra
de tecido, apds ser triturada em microtriturador
de tecidos (Polytron), foram adicionados 200uL
de cloroférmio. Apés centrifugacdo durante 15
minutos a 12000g a 4°C, a fase aquosa foi
transferida a um tubo contendo 0,5mL de &lcool
isopropilico e posterior centrifugacdo durante 10
minutos a 12000g a 4°C. Adicionou-se 1mL de
etanol 75% e realizou-se a centrifugacdo durante
cinco minutos a 7500g a 4°C. Apds descartar o
sobrenadante, o pélete foi dissolvido em agua
RNase-free e colocado no gelo. Por fim, a
amostra foi incubada por 10 minutos a 60°C em
banho-maria e armazenada no freezer a -70°C.

O RNA total foi solubilizado em agua livre de
RNase, tratado com DNase | (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). A pureza do
RNA foi garantida quando razdo da OD 260/280
foi por volta de 2,0. Para cada amostra, cDNA
foi sintetizado a partir de 2ug de RNA total,
utilizando os componentes do High Capacity
cDNA archive kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). As reagdes de PCR em tempo
real subsequentes foram feitas no 7300 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) com condi¢Bes universais de
termociclagem do equipamento: 95°C por 10min,
40 ciclos de 95°C por 15s, e entdo 60°C por
1min. As reacGes foram feitas em duplicatas,
utilizando 0,4uM de cada primer e 2X Power
SYBR Green PCR master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) em um
volume final de 25uL. Os primers para 0s genes
alvos analisados foram obtidos através do
trabalho desenvolvido por Oliveira (2008), a
partir de sequéncias publicadas no GenBank

Arg. Bras. Med. Zootec., v.64, n.6, p.1471-1477, 2012

(www.pubmed.com) e sintetizados  pela
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,
EUA). Curvas de dissociacéo e eletroforese com
gel de agarose foram feitas para confirmar a
amplificacdo apenas da sequéncia alvo. A
expressdo génica foi comparada entre amostras
individuais por meio do método do AACq
descrito no Applied Biosystems User Bulletin N°
2. O gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi utilizado como gene de referéncia
para normalizacdo dos resultados (Tab. 1).

A exatiddo da quantificacdo do RNA mensageiro
depende da linearidade e eficiéncia da
amplificagdo da PCR, a qual foi validada e
determinada pelo método do C; comparativo ou
AACq (Wong e Medrano, 2005; Applied
Biosystems User Bulletin N° 2). Foi constituida
uma série de seis diluicbes (10x) a partir do
produto de PCR diluido 500 vezes, referente a
cada gene, de uma mistura inicial contendo
quantidades iguais de cDNA das trés amostras de
padronizacdo, gerando assim seis pontos de uma
curva padrdo, para cada um dos conjuntos de
primers escolhidos inicialmente para a RT-PCR
em tempo real. A linearidade e a eficiéncia da
PCR em tempo real foram deduzidas a partir da
inclinagdo da curva-padrdo gerada pelo software
7300 System SDS (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) para cada um dos genes
analisados. A andlise de todas as curvas-padréo
demonstrou uma alta linearidade (r?=0,99). A
eficiéncia da PCR (E,) foi calculada a partir da
equagdo E, = 10 -1 3 Uma inclinagdo
de -3,32 implica uma eficiéncia de reacdo de
100%. Todos os genes apresentaram valores de
inclinacdo préximos de -3,32, e as estimativas de
eficiéncia ficaram entre 99,5 % e 100,5%.

Foi realizada a validagdo do método AACq para
todos os genes, e todos foram validados.
Estudou-se a possibilidade de validacdo do
método do C; comparativo, de acordo com o
User Bulletin N° 2 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). O método do AACq € simples e
facil para quantificacdo do RNA mensageiro e se
baseia na eficiéncia de amplificacdo entre o0s
genes alvo e o fator de normalizacdo
(Vandesompele et al., 2002).

Os resultados foram analisados por meio de
estatistica descritiva.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no PCR em tempo real para

amplificacdo dos genes ERa, ERpB, PR e GAPDH

Nome do . Tamanho
oligonucleotideo SElaTeE
ERa S5'AACGCCTCTGTCTCGTCTGT3 110pb
A5'GTACTCAATGCTCCCCTGGA3'
ERpB S5 TCCCAGCAGTGCCAATAACTCAGA3' 120pb
A5 TGCATACAGAAGTGACGACTGGCA3'
PR S 5'CAAACATGTCAGTGGGCAGATGC3' 110pb
A5 CTGCCACATGGTGAGGCATAATGA3'
GAPDH S 5’GGAGAAAGCTGCCAAATATG3’ 200pb

A5'ACCAGGAAATGAGCTTGACA3S'

S = “sense”; A = “antisense”; pb = pares de bases

ERo = receptores de estrogeno alfa; ERP = receptores de estrogeno beta; PR = receptores de progesterona; GAPDH =

gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 2, 3 e 4, mostram-se os valores
minimos,  medianas e  maximos  das
quantificacdes relativas (QRs) dos receptores de
estrogeno alfa (ERa), de estrogeno beta (ERp) e
de progesterona.

Os ER e PR estdo presentes tanto no tecido
neoplasico quanto no tecido mamario normal
(Moulton, 1990; Ruttenman, 1990; Donnay et
al., 1993; Donnay et al., 1995). Noventa e cinco
por cento do tecido mamario canino normal
contém ER e/ou PR (Donnay et al., 1995). Mais
de 50% dos tumores mamarios caninos e 65-70%
dos tumores de mama humanos expressam ER e
PR (Thuréczy et al., 2007).

Tabela 2. Valores minimo, mediana e méximo da quantificagdo relativa (QR) dos receptores de estrogeno

alfa (ERa) dos grupos benignos, malignos e controle

ERa - . L -
Minimo Mediana Maximo
(QR)
benignos 0,70 181,10 361,40
malignos 0,17 7,18 1.147,00
controle 1,64 107,60 189,20

Tabela 3. Valores minimo, mediana e maximo da quantificacdo relativa (QR) dos receptores de estrogeno

beta (ERB) dos grupos benignos, malignos e controle

ERB

Minimo Mediana Méaximo
(QR)
benignos 0,09 22,57 45,04
malignos 0,06 1,00 39.920,00
controle 0,89 509,90 2.000,00

Tabela 4. Valores minimo, mediana e maximo da quantificacdo relativa (QR) dos receptores de
progesterona (PR) dos grupos benignos, malignos e controle

PR . . . -
Minimo Mediana Maximo
(QR)
benignos 20,23 844,20 1.668,00
malignos 0,40 96,50 1.612.000,00
controle 13,40 10.930,00 26.500,00
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De forma geral, nos tumores malignos, a
expressdo dos genes que codificam os receptores
desses hormonios pode estar diminuida, em
particular nas neoplasias de maior grau de
malignidade ou nas fases mais avancadas da
doenca (Peleteiro, 1994). Cerca de 80% dos
tumores e 95% dos tecidos mamarios normais
apresentam concentracBes detectaveis de ER,
PR, ou ambos, e aproximadamente 72% dos
tumores mamarios em cadelas apresentam ambos
0s tipos de receptores, e menos de 20%
apresentam somente um tipo de receptor
(Donnay et al., 1995).

Comparando-se as medianas das quantificacGes
relativas dos receptores de progesterona,
estrdgeno alfa e beta das neoplasias malignas de
origem epitelial ou mista (epitelial e
mesenquimal), foram observados os seguintes
valores constados na Tab. 5.

Tabela 5. Valores das medianas das
quantificagdes relativas (QRs) dos receptores de
progesterona (PR), estrégeno alfa (ERa) e beta
(ERB) das neoplasias malignas de origem
epitelial ou mista (epitelial e mesenquimal)

Epitelial (n=10) Mista (n=14)
PR 85,81 145,31
ERa 6,41 25,48
ERpB 0,40 4,88

Segundo Nieto et al. (2000), tumores mamarios
malignos apresentam uma expressdo de ERa
menor que 0s tumores benignos. Segundo
Silveira (2009), a imunomarcagdo de receptores
hormonais diminui com a malignidade.

A avaliagdo dos ER e PR na medicina veterinaria
é comumente realizada por meio da técnica de
imunoistoquimica. Neste trabalho, utilizou-se a
técnica de g-PCR e empregou-se a anélise de
quantificacdo relativa.

Os resultados obtidos por meio do g¢-PCR
demonstraram que os trés grupos de animais,
com lesbes benignas ou malignas e controle,
expressaram receptores de estrégeno alfa, beta e
progesterona. Entretanto, devido a disparidade
entre 0s grupos — o grupo das les6es benignas foi
representado apenas por dois animais — a
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comparacdo entre 0s grupos ndo tem validade
estatistica. Além disso, o0s valores da
quantificagdo relativa variaram muito entre o0s
animais do mesmo grupo — desvio padrdo alto —
e, por isso, a mediana é considerada o parametro
que melhor ilustra as diferencas entre 0s grupos.

Observou-se que a expressdao dos receptores
neste estudo segue a tendéncia da expressao
descrita em literatura. Ou seja, a glandula
mamaria normal expressa uma quantidade maior
de receptores, seguida das lesdes benignas e, por
fim, de forma decrescente, dos tumores
malignos. Além disso, é importante destacar que
todos os tumores malignos expressaram todos 0s
receptores, em maior Ou em menor grau.
Analisando a expressdo dos ERa e ERp, tanto
nos grupos de neoplasias de origem epitelial e
mista, a expressdo de ERa foi significativamente
maior em ambos.

Comparando os dois tipos de receptores,
verificou-se que a expressdo de ER-B foi menor
que a dos ER-0, na medida em que os ER-B
foram encontrados em 26% das neoplasias
mamarias malignas, enquanto 0S  outros
receptores estavam presentes numa percentagem
de tumores compreendida entre 37% e 70%, em
estudos de radioimunoensaio, e entre 10% e
87,5%, em andlises imunoistoquimicas. Essas
duas isoformas parecem ter diferentes
especificidades de ligacdo. Os resultados de
estudos experimentais indicam que uma das
fungbes dos ER-B consiste em modular a
atividade transcricional dos ER-o (de las Mulas
et al., 2004).

Considerando a classificacdo histoldgica dos
carcinomas em complexos e simples, verifica-se
que os complexos tém maiores concentra¢fes de
receptores de estrogenos e progesterona
comparativamente aos simples (Thurdczy et al.,
2007).

Neste trabalho, a expressédo dos PR, ERa e ERP
foi maior nas neoplasias malignas de origem
mista, tumores mistos malignos, em relagdo as
neoplasias malignas epiteliais, carcinomas,
confirmando resultados ja obtidos.
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CONCLUSAO

Os trés grupos de animais estudados, com tumor
maligno ou benigno e controle, expressam
receptores de estrdgeno alfa, beta e progesterona.
A quantificagdo relativa mostra uma tendéncia
para expressdo maior dos receptores no grupo-
controle e menor no grupo de animais com
neoplasias malignas. Ocorre expressdo maior de
ERa em relagdo ao ERP nas neoplasias, de um
modo geral. As neoplasias malignas de origem
mista apresentam maiores concentragdes dos
receptores PR, ERa e ERP, comparadas as
neoplasias de origem epitelial.
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