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1 INTRODUGCAO

Neoplasias mamarias sao freqientes nas fémeas caninas e representam
um problema de grande impacto em medicina veterinaria, visto que resultam em
um alto indice de mortalidade. Além disso, 0s tumores mamarios espontaneos
que acometem a cadela compartilham diversas similaridades com os tumores da
mama humana (Geraldes et al., 2000; Lee et al., 2004), sendo por isso,
considerados bons modelos para estudos comparativos (Paoloni & Khanna,
2008).

A desregulacdo de membros da familia de receptores de fator de
crescimento epidermal, como o0 EGFR (HER1) e o HER2, esta entre os fatores
que sdao relacionados com o desenvolvimento e progressao tumoral. A reacdo dos
receptores com ligantes especificos provoca a formacdo de homo e
heterodimeros (Reyes et al., 1998; Hynes et al., 2001). A dimerizacdo dos
receptores no dominio extracelular estimula diversas cascatas citoplasmaticas
que fazem o controle da proliferacéo e sobrevivéncia das células.

O gene HER2 é localizado no cromossomo 1q13.1, na espécie canina
(Murua et al.,2001), e a expressao de proteina HER2 também tem sido observada
nos tumores mamarios desta espécie. Ahern et al. (1996), avaliaram a expressao
de HER2 no nivel do RNA mensageiro e verificaram que 75% dos 23 carcinomas
estudados apresentaram superexpressao. Posteriormente, diversos estudos
utilizando a IHC com critérios similares para avaliacdo da coloracao verificaram
que 17% a 35,4% dos carcinomas apresentavam aumento da proteina
(Rungsipipat et al., 1999; Martin De Las Mulas et al., 2003; Dutra et al., 2004; Hsu
et al., 2009).

Muitos esforcos estdo sendo direcionados para adocao de critérios que
permitam a padronizacdo do diagnostico, a determinacao de fatores progndsticos
e entendimento do comportamento e da biologia dos tumores mamarios caninos
(Bertagnolli, 2009). Em contribuigédo a isto, neste trabalho objetivamos demonstrar
a aplicabilidade de anticorpos monoclonais anti-HER2 produzidos pelo nosso
grupo de pesquisa da UFPel, como reagentes primarios para o uso no diagndstico
imunohistoquimico de carcinomas de mama em cadelas.

2 MATERIAL E METODOS

Os anticorpos monoclonais usados neste trabalho foram produzidos no
Laboratério de Imunologia Aplicada do Centro de Desenvolvimento Tecnologico -
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Biotecnologia da UFPel contra um fragmento da porcéo extracelular do receptor
HER2 humano (Vasconcellos, 2008; 2010). Eles foram utilizados como
anticorpos primarios em reacfes de imunohistoquimica (IHQ) em cortes de
tecidos de mama de caninos cedidos pela Faculdade de Veterinaria -
Departamento de Patologia da UFPel.

A técnica de IHQ baseou-se na reagdo do anticorpo primério anti-HER2
reagindo em cortes de 3 mm de tecido de carcinoma ductal invasivo, oriundos de
material emblocado em parafina, fixados em I|amina silanizadas. A
desparafinizacdo foi feita em estufa a 60°C por 30 min; apdés banho de xilol e
alcool em concentracdes decrescente (absoluto, 90%, 70% e 50%) as laminas
foram lavadas com agua destilada. A seguir foi feita recuperacédo antigénica com
solucao de citrato de sédio pH 6,0 em banho maria a 92°C; apds as laminas foram
deixadas a temperatura ambiente por 20 min e lavadas com agua destilada. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com agua oxigenada 30V diluida em
metanol a 15% sob protecao da luz e, a seguir, os cortes foram lavados com agua
destilada. No bloqueio das ligacdes inespecificas foi usada uma solugéo de leite
desnatado 5% em PBS-T por 1h. Apds, as laminas foram incubadas com 0,5
mg.mL™? de anticorpo priméario anti-HER2 por 30 min e depois overnight na
geladeira. No dia seguinte as laminas foram lavadas e deixadas por 40min a
temperatura ambiente; o anticorpo secundario biotinilado (LSAB-Dako) foi
colocado em contato por 40min, as laminas foram lavadas e, apos, foi adicionado
um complexo streptavidina-peroxidase (LSAB-Dako) por 40 min a temperatura
ambiente. Apoés foi lavado com PBS-T e a revelacdo da reacéo foi feita com
substrato cromogeno DAB (diaminobenzedina), por 5 min. Apés lavar em agua
corrente e destilada, as laminas foram contracoradas com hematoxilina e
desidratadas com solucdo crescente de &lcool, montadas com entellan e
visualizadas em microscopia 6tica. O controle negativo foi feito com soro negativo
de camundongo e o positivo com anticorpo policlonal de coelho anti-HER2 (A0485
da Dako).
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Figura 1. Imunohistoquimica de tumor de mama canino usando como anticorpos
primarios o soro policlonal A0485 DAKO® como controle positivo (A) e 0 MAb 33F
anti-HER2 (B) (40x).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Foram testados cinco MAbs previamente produzidos (Vasconcellos,

2008 e usados na deteccdo de superexpressdo de HER2 em tumor de mama
humana por IHQ (Vasconcellos, 2010). Um exemplo dos resultados do emprego
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destes MAbs na deteccdo da proteina nativa HER2 sendo superexpressa nha
superficie celular de tecido de tumor de mama ductal invasivo de cadelas é
mostrado na figura 1. A reacdo do MAb 33F vem de encontro aos ensaios
realizados usando este anticorpo como primario na técnica de IHQ para o
diagnéstico do cancer de mama em humanos (Vasconcellos, 2010).

As diferengas na conformacéo molecular e superexpressdo do HER2
humano e canino, sdo questdes que queremos investigar usando cortes de
tecidos de outros tipos e locais de tumores neoplasicos em caninos.

Ensaios complementares de validacdo de concentracbes do anticorpo
serdo realizados para melhor demonstrarmos o potencial de uso deste MAb em
testes de IHQ.

4 CONCLUSOES

Com a demonstracéo parcial da aplicabilidade do anticorpo monoclonal
33F anti-HER2 em teste imunohistoquimico de tecido tumoral de mama canino,
contribuimos com a producdo de insumos para uso em diagnéstico
imunopatolégico na medicina veterinéria.
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