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RESUMO

Neoplasias de glandulas mamarias sdo responséveis por aproximadamente 50% dos tumores que
acometem os cédes, sendo essa a espécie doméstica que apresenta a maior incidéncia de tumores de
mama. A oncogénese das neoplasias mamarias € um processo ligado a mais de uma alteragdo molecular
(TERRA, 2014), como falhas em sistemas de reparo de DNA e proliferacéo celular desordenada, sendo o
potencial proliferativo ilimitado uma caracteristica das neoplasias malignas (MCGAVIN & ZACHARY, 2013;
ROSENTHAL, 2004). A associacado entre mutagfes nos genes BRCA e predisposicdo ao cancer em
humanos estd bem descrita na literatura, entretanto em cées as informacdes de polimorfismos ainda sao
escassas. O reconhecimento das neoplasias mamarias como uma doencga de etiologia genética, bem como
0 estudo dos mecanismos de iniciagdo e desenvolvimento tumoral associada a técnicas da biologia
molecular possibilita a identificacdo de novos marcadores tumorais contribuindo para a capacidade de
detectar o cAncer em uma etapa mais precoce inferindo positivamente no progndstico e sobrevida do animal
(TEIXEIRA, 2007). Este estudo visou pesquisar polimorfismos genéticos por meio de técnica de RFLP, com
endonuclease Mscl para o éxon 9 do cromossomo 9 em amostras de tecido tumoral e saudavel de cées
submetidos a mastectomia. O primer desenhado bem como a enzima apresentou bom padrdo de
amplificacdo para as amostras, entretanto ndo houve diferenca no padrédo de digestdo entre os animais
avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: biologia molecular; oncogénese; tumor de mama.

1 INTRODUCAO

Neoplasias de glandulas mamarias sdo responsaveis por aproximadamente a
metade dos tumores que acometem o0s cades, sendo essa a espécie doméstica que
apresenta a maior incidéncia de tumor mamario. As neoplasias mamarias sdo mais
observadas em pacientes idosos, varios estudos demonstram que 0 risco comecga a ser
significante por volta dos oito anos de idade e aumenta linearmente. Outros fatores como
alimentacao, utilizacdo de acetato de medroxiprogesterona como anticoncepcional e a
genética podem interferir na susceptibilidade do animal em desenvolver tumores em
mama (FONSECA & DALECK, 2000; NELSON & COUTO, 2001; SONREMO et al., 2011;
MCGAVIN & ZACHARY, 2013; YAMAGAMI et al., 1996).

Os tumores mamarios podem ocorrer em qualquer regido da cadeia mamaria, sendo
as glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais as mais afetadas e em mais 50%
dos casos mais de uma glandula & acometida (Figura 1).
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1 - Glandula mamadria tordcica cranial;

2 — Glandula mamdria toracica caudal;

3 — Glandula mamaria abdominal cranial;
1 2 3 4 5 ’

4 — Glandula mamaria abdominal caudal;

5—Glandula mamdria inguinal.

Figura 1: Nomenclatura utilizada para identificar as glandulas mamarias em cadelas.
Fonte: https://www.google.com.br/

A oncogénese das neoplasias mamarias € um processo ligado a mais de uma
alteracdo molecular (TERRA, 2014).0 mecanismo de divisdo celular pode desencadear
mutacBes genéticas que sdo controladas através de sistemas de reparos de DNA, no
entanto, em algumas situacdes, esses genes deixam de desempenhar sua funcéo no
controle da proliferacdo celular, o que pode resultar no desenvolvimento desordenado de
células cancerigenas (TEIXEIRA, 2007), sendo o potencial proliferativo ilimitado uma
caracteristica das neoplasias malignas (MCGAVIN & ZACHARY, 2013; ROSENTHAL,
2004).

Mutacbes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 sao as causas hereditarias
conhecidas mais frequentes de cancer de mama familiar, sendo, em humanos, associado
a cerca de 15% destes. A associacdo entre mutacdes nos genes BRCA e predisposicao
ao cancer em humanos esta bem descrita na literatura, entretanto em cées as
informacdes de polimorfismos ainda séo escassas.

Alguns estudos tém demonstrado por meio de sequenciamento que existe variacao
genética para o BRCAL em caes (SUN et al., 2015), entretanto estudos que validem estes
polimorfismos em populacdes se fazem necessarios. Uma maneira eficiente e
relativamente barata de validacao de polimorfismos genéticos em populacdes grandes é a
técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism). Esta técnica utiliza enzimas
endonucleases capazes de clivar o DNA em locais com sequéncias especificas. Quando
sequéncias de DNA apresentam polimorfismos, as endonucleases mudam o padréo de
corte possibilitando a visualizacdo em gel da genotipagem de animais positivos para
mutac¢ao como visualizado na Figura 1.
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Figura 2. Exemplo de visualizagdo em gel para técnica de PCR-RFLP. A soma do tamanho dos
fragmentos positivos para a mutacao apresenta exatamente o mesmo tamanho dos fragmentos
negativos para a mutacao.

O reconhecimento das neoplasias mamarias como uma doenca de etiologia
genética, bem como o estudo dos mecanismos de iniciacdo e desenvolvimento tumoral
associada a técnicas da biologia molecular possibilita a identificacdo de novos
marcadores tumorais contribuindo para a capacidade de detectar o cancer em uma etapa
mais precoce inferindo positivamente no prognéstico e sobrevida do animal (TEIXEIRA,
2007). Deste modo objetivamos com esta pesquisa realizar busca de polimorfismos
genéticos em tecido mamario (tumoral e saudavel) em cadelas por meio da técnica de
PCR — RFLP.

As neoplasias mamarias em cadelas representam um grande percentual da rotina
clinica e cirtrgica oncologica de pequenos animais, especialmente na espécie canina. O
desenvolvimento de tumores em mama esta associado a diversos fatores, tais como a
utilizacdo de horménios sintéticos e caracteristicas genéticas. InUmeros mecanismos
moleculares podem estar associados ao desenvolvimento e proliferacdo de células
cancerigenas e mais estudos precisam ser realizados nesse sentido na medicina
veterinaria visando identificar e esclarecer os genes associados. Em razdo disso, essa
pesquisa visa contribuir através de analises moleculares em busca de polimorfismos no
gene BRCAL1 que pode estar associado a oncogénese de neoplasias mamarias em
cadelas.

O objetivo geral deste estudo € identificar a presenca de polimorfismo no gene BRCAL1 em
amostras de tecido neoplasico em glandula mamaria de cadelas submetidas a
mastectomia associado a oncogénese de tumores de mama nessa espécie por meio da
técnica e PCR-RFLP. As amostras coletadas sdo de tecido mamario saudavel e tecido
neoplasico de cadelas submetidas ao procedimento cirdrgico de mastectomia no hospital
veterinario da instituicdo Unicesumar.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas amostras de DNA gendmico de 19 animais sendo que cada
animal foi coletada amostra de tecido saudavel e tumoral. A amostras foram obtidas por
meio de material de descarte de animais submetidos a mastectomia no Hospital
Veterinario da UniCesumar, na cidade de Maringa-PR.
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As amostras foram coletadas em tubo de 1000ul e mantidas a -20°C até o
momento da extracdo. A extracdo do DNA foi realizada conforme protocolo de extracédo
alcalina, descrita por Silva et al. 2012: Foram adicionados para cada amostra, 35uL de
NaOH (Hidroxido de sodio 0,2 M). Apos a adicdo do NaOH, as amostras foram incubadas
em banho maria a 74°C por 20 minutos, com homogeneizacdo a cada 5 minutos. Apéos
esta etapa e com as amostras em temperatura ambiente, acrescentou-se a cada amostra,
70uL do tampéo Tris HCI (pH= 8,0).Foi desenhado um par de primer, com tamanho final
de fragmento de 449pb, conforme tabela 1:

Primer Sequéncia (5’ — 3’) Length Tm GC%
Forward TAGGCAGATTCCCAGCACAG 20 59 55
Reverse CTTCAGTTGTGTGGCTCACC 20 59 55

Tabela 1 — Desenho do primer utilizado e caracteristicas de amplificagdo.

A amplificacdo dos fragmentos foi conduzida em Termociclador Applied Bossystens
Veriti® (Applied Biossystens, EUA), utilizando volume final de 15ul, com concentracdes
de: 0,6 pyL doprimer, 0,5 yL de cada dNTP, 1,5 pL de MgClz, 1,5 uL de buffer, 0,1 pyL de
Tag DNA Polimerase e 0,8uL de DNA gendmico. A definicho do programa de
amplificacdo dos primers foi realizada através de testes de eficiéncia. O programa final de
amplificagéo foi conduzido da seguinte forma: inicialmente o DNA foi desnaturado a 94 °C
por cinco minutos e em seguida, realizaram-se 35 ciclos cada um consistindo de: 45
segundos de desnaturacao a 94 °C, 45 segundos de anelamento a 64 °C e 45 segundos
de extensédo a 72 °C, e extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

A escolha das enzimas de restricdo foi feita por meio do software Restriction
Mapper (http://www.restrictionmapper.org/). Para a digestdo dos amplicons obtidos foi
utilizada a endonuclease Mscl (New England Biolabs), com corte na posigdo TGG|CCA.
De acordo com a digestdo virtual para sequéncia analisada eram esperados dois
fragmentos, de acordo com a figura 1.

FRAGMENTO 1 (308 pb)
TAGGCAGATTCCCAGCACAGAGAAAAAGGTAGTTGTGAATGCTGATCTCCTGTGTGGGAGAAAAGAACTGAATA
AACAGAAACCTCCACACTCTGATAGTCCTAGAGATTCCCAAGATGTTCCTTGGATAACACTGAATAGTAGCATAC
GGAAAGTTAATGAGTGGTTTTCCAGAAGTGACGAAATATTAACTTCTGATGATTCACATGACAGAGGATCTGAAT
TGAATACTGAAGTAGGTGGTGCAGTAGAAGTTCCAAATGAAGTGGGTGAATATTCT GGTTCTTCTG
AGAAAATAGACTTAATGG

FRAGMENTO 2 (141 pb)

CCAGTGATCCTCAGGATGCTTTCATATGTGAAAGTGAAAGAGTCCACACCAAGCCAGTAGGAGGTAATATCGAA
GATAAAATATTTGGAAAAACCTATCGGAGGAAGGCAAGCCTCCCTAAGGTGAGCCACACAACTGAAG

Figura 1. Fragmentos esperados apos amplificacdo e digestdo com Mscl.

A reacgédo de digestdo foi realizada de acordo com a especificacdo da enzima.
Constituindo-se basicamente de uma reacao de digestao dos produtos de PCR preparada
com CutSmart® Buffer 1X, aproximadamente 1 pg de DNA total amplificado e uma
unidade da enzima de restricdo, com volume final da reagédo de 50puL. A digestdo também
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foi executada em Termociclador Applied Bossystens Veriti® (Applied Biossystens, EUA)
por uma hora a 37°C.

As amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2%,
conduzida em tampéao TBE 0,5 x (45 mM de TrisBorato e 2 mM de EDTA) com 100 V e
250 mA por 90 minutos. Os géis foram corados com brometo de etidio por 20 minutos e
visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossa pesquisa a regido cromossdmica analisada foi o éxon 9 do cromossomo
9, com inicio a posicdo 19985163 e termino na posi¢cao 19985861 (699pb). Esta regido
apresenta grande homologia com Canis simensis (LINDBLAD-TOH et al., 2005).

A digestao dos amplicons apresentou o0 mesmo padrdo de bandas esperado, para
os dois grupos avaliados (amostra tumoral e tecido saudavel). A figura 2, mostra o
resultado de uma das baterias de analise em que foi utilizado amostra saudavel e tumoral
néo digerida e amostra saudavel e tumoral digeridas.

NDS1 NDS2 NDT1 NDT2

Figura 2: Gel de agarose corado com brometo de etidio. Padréo de DNA de 100pb.
Canaletas a esquerda: amostras amplificadas, porém néo digeridas para tecido saudavel (NDS) e
tumoral (NDT). Canaletas a direita: amostras amplificadas e digeridas com endonuclase para
tecido saudavel (DS) e tumoral (DT).

N&o houve diferenca de amplificacdo entre os grupos “tecido saudavel’ e “Tecido
tumoral’”.

Apesar de ndo encontrarmos polimorfismos com a estratégia proposta, o presente
trabalho ndo elimina a possibilidade de existéncia de polimorfismos em outro loco deste
gene, ou ainda com outras enzimas de restricdo. Novos estudos sdo necessarios para
uma investigacdo mais aprofundada do gene BRCAL, uma vez que este gene pode
influenciar o surgimento de tumores carcinogénicos em caes.

Rivera et al. (2009) fizeram um estudo de associagéo de 10 genes candidatos com
a presenca de tumores mamarios e indicaram que os haplotipos em BRCA1 e BRCA2
estdo realmente envolvidos no desenvolvimento de tumores mamarios caninos, e sao
excelentes candidatos para estudos de associagao.

Semelhante ao executado em nossa pesquisa, Hsu et al. (2010) realizaram analise
de polimorfismos genéticos no éxon 11 do gene BRCA2 canino em tecido mamario
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de 19 polimorfismos pontuais quando comparado com a glandula mamaria normal, e
destes 32% foram classificadas como mutagdes silenciosas e 68% como mutacoes
missense, ou seja, com a codificacdo de um aminoéacido diferente do normal.

Uma mutagé&o na regido promotora do gene BRCAL foi relatada por Qiu et al. (2015).
Estes autores evidenciaram que a expressdo génica de BRCA1 é reduzida em tecidos
tumorais. Qiu & Lin (2016) encontraram duas mutacdes pontuais na regido codificadora
do BRCA1 em uma amostra de tumor mamario maligno canino nas posi¢oes 3619 (A—G;
substituicdo do residuo de treonina por alanina) e 4006 (G—A, substituicdo do residuo de
valina por isoleucina). Além destas mutacdes missenses este autores encontraram ainda
a metilagédo de ilhas CpG em uma amostra de tumor mamario maligno, fator conhecido
por promover o silenciamento génico.

Em 2015, Sun e colaboradores realizaram o sequenciamento direto das sequéncias
flanqueadoras das regides 5' e 3' UTRs de BRCA1 e elencaram novos polimorfismos de
nucleotideo Unico nas posicdes 1228 (T—C) e 1173 (C—T), além de um polimorfismo no
éxon 23 na posicao 63449 (G—A). Estes autores associaram o polimorfismo 1173 (C—T)
a um risco de 2,57 para o desenvolvimento de tumor mamario quando comparado a
individuos com a variante nativa.

4 CONCLUSAO
Tendo como base os parametros estabelecidos para a realizagdo deste trabalho,
nao foram encontrados polimorfismos no gene BRCAL nos animais avaliados.
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