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CARACTERIZACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE INFILTRADO
INFLAMATORIO EM TUMORES MAMARIOS ESPONTANEOS CANINOS

RESUMO - O objetivo foi verificar a associacéo entre raca e idade das cadelas
com ocorréncia de tumores malignos; verificar correlagdo com a utilizagédo de
horménios como método contraceptivo, manifestacdo de pseudociese,
tamanho do tumor e presenca de ulceracdo com o tipo histolégico maligno ou
benigno. Caracterizar o infiltrado inflamatério dos tumores de mama por meio
de marcadores moleculares para linfocitos T (CD3), linfocitos B (IgG),
macrofagos (MAC 387 e CD68) e células que expressam MHC Il (TAL IB5)
utilizando a técnica de imuno-histoquimica. Comparar o0s infiltrados
inflamatorios presentes nos tumores benignos e malignos. Avaliar a influéncia
do tamanho do tumor, presenca de ulceragdo, uso de horménios como método
contraceptivo, tipo histolégico do tumor de mama sobre a sobrevida das
cadelas. Foram utilizadas 80 fémeas caninas, portadoras de neoplasias
mamarias, atendidas junto ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) entre 03/2010 a 03/2011. O método de imuno-histoquimica
empregado foi o Complexo Estreptoavidina- Biotina Peroxidase. Dos 80
tumores incluidos no estudo, 90% foram classificados como malignos e 10%
como benignos. E 45% destes eram de cadelas sem raca definida (SRD) e,
entre as cadelas de raca, as mais comuns foram coocker, pinscher (10%) e
poodle (7,5%). Segundo a faixa etaria, 19 cadela tinha entre dois a oito anos de
idade e 61 eram cadelas que tinham mais de oito anos de idade. Entre essas
cadelas 76,25% ndo possuiam histérico de administracdo de hormonios
contraceptivos e 23,75% utilizaram hormo6nios como método contraceptivo. A
pseudociese foi observada em 24 cadelas. Avaliagdo da correlagdo do
tamanho do tumor, e da ulceracdo cutanea com a malignidade ou benignidade,
nao houve diferenca estatistica entre estas variaveis. As neoplasias malignas
foram predominantes, sendo o tipo carcinoma de maior frequéncia e entre os
benignos o tumor misto foi 0 mais comum. Nao ha correlacéo estatistica entre
malignidade da utilizacdo de hormonios, pseudociese, tamanho de tumor e
ulceracdo. Tumores malignos assim como 0S benignos ndo apresentam
diferenca estatistica com relacéo a frequéncia de infiltrado inflamatério, quando
utiliza-se como marcadores do processo inflamatério CD3, 1gG, MAC 385,
CD68, TAL IB5. Nao ha influéncia da presenca de ulceracao, utilizacdo de
horménios, ou ocorréncia de tumores malignos ou benignos sobre a sobrevida
de cadelas portadoras de tumores mamarios espontaneos. Mas, o tamanho de
tumores influencia a sobrevida das cadelas, sendo que as cadelas com
tumores de tamanhos maiores possuem menor sobrevida.

Palavras-Chave: cadela, linfécitos, macréfagos, glandula mamaria.
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IMMUNOHISTOCHEMISTRY CHARACTERIZATION OF INFLAMMATORY
INFILTRATE IN CANINE MAMMARY TUMORS SPONTANEOUS
SUMMARY - The objective was to assess the association between race and
age of dogs witch the occurrence of malignant tumors; check correlation to the
use of hormones as a contraceptive method, expression of pseudopregnancy,
tumor size and presence of ulceration with histological malignant or benign
type. Characterize the inflammatory infiltrate of breast tumors by means of
molecular markers for T Ilymphocytes (CD3), B Ilymphocytes (IgG),
macrophages (MAC 385 and CD68) and cells expressing MHC Il (TAL IB5)
using the technique of immunohistochemistry. Compare the inflammatory
infiltrates present in benign and malignant tumors. To evaluate the influence of
tumor size, presence of ulceration, use of hormones as a contraceptive method,
histologic type of breast cancer on survival of dogs. We used 80 female dogs,
suffering from breast cancer, consulted in Veterinary Hospital of Federal
University of Uberlandia (UFU) between 03/2010 a 03/211. The method used of
immunohistochemistry was biotin-streptavidin complex. Of the 80 tumors
included in the study, 90% were classified as malignant and 10% as benign.
And 45% of these were of bitches (SRD) and among bitches race, the most
common were coocker, pinscher (10%) and poodle (7,5%). According to age,
19 dog had from two to eight years of age and 61 were female dogs that had
more than eight years old. Among these bitches 76,25% had no history of
administration of contraceptive hormones and 23,75% used contraception
hormones. A pseudocyesis was observed in 24 dogs. Assessment of correlation
between tumor size, and skin ulceration with malignancy or benignity, no
statistical difference between these variables. The malignancies were
predominant and the type of cancer more othen and among the benign mixed
tumor was the most common. There is no statistical correlation between
malignancy of the use of hormones, pseudopregnancy, tumor size and
ulceration. Malignant tumors as well as benign do not present statistical
difference in the frequency of inflammatory infiltrate, when used as markers of
inflammation CD3, IgG, MAC 385, CD68 E TAL IB5. No influence of the
presence of ulceration, use of hormone, or the occurrence of benign or
malignant tumors on survival of dogs suffering from spontaneous mammary
tumors. But the size of tumors influence the survival of bitches, and bitches

with tumors of larger sizes have shorter survival.

Keywords: dog, lymphocytes, macrophages, mammary gland



. INTRODUCAO

Os tumores mamarios representam um grande desafio & medicina
veterinaria (CASSALI et al., 2011), pois representam de 25 a 50% de todos o0s
tumores documentados em cadelas (MILLANTA et al., 2005), sendo que 60%
dos tumores diagnosticados sado de origem maligna (CARVALHO, 2009).
Tumores da glandula mamaria afetam cadelas de meia idade e idosas,
sexualmente intactas ou castradas (CASSALI et al., 2011).

A maioria das cadelas com neoplasias maméarias € clinicamente
saudavel no momento do diagnostico e os tumores podem ser identificados
pelo proprietario ou profissional durante exame fisico. Porém, quando o
diagnéstico e tratamento de tumores malignos sdo retardados pode ocorrer a
morte das cadelas. A sobrevida em cadelas diagnosticadas com tumores de
mama pode variar. Estimativas de risco de vida para tumores malignos variam
de 2 a 20% (LANA et al., 2007).

Tumores mamarios em cédes prestam-se como modelos apropriados ao
estudo da biologia do cancer, assim como para testes de agentes terapéuticos,
ja que animais de estimacédo tém tumores com apresentacao histopatologica e
comportamento bioldgico similares aqueles que acometem o0s seres humanos.
Caninos e humanos também compartiham importantes fatores
epidemioldgicos, clinicopatolégicos e bioquimicos dos tumores mamarios
(ZUCCARI et al., 2008).

Os marcadores tumorais (ou marcadores biolégicos) sdo substancias
presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos biolégicos, produzidos
primariamente por ele ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a
presenca do tumor. A utilizagdo dos marcadores tumorais na avaliacdo do
prognéstico do cancer de mama tem crescido muito nos ultimos anos. Muitos
desses marcadores que foram inicialmente identificados através de estudos
moleculares ou bioquimicos podem agora ser localizados em cortes de tecido
pelo uso da imuno-histoquimica. Um dos caminhos para se diminuir a
mortalidade por céncer de mama seria a descoberta de marcadores que
poderiam auxiliar o clinico a identificar pacientes com tumores potencialmente
agressivos, para a instituicdo de terapia adequada capaz de alterar o curso da
doenca (ANDRIOLO, 1996).
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O sistema imune exerce papel paradoxal sobre os tumores, pois é capaz
de proteger o hospedeiro do surgimento e também promover o crescimento do
tumor. Determinadas populagfes de células de defesa exercem efeito protetor
e séo correlacionadas com maior sobrevida, maior taxa de citorreducao, e
melhor resultado clinico. Outras afetam negativamente a sobrevivéncia dos
pacientes e estdo associadas a inibicdo das respostas imunoldgicas protetoras.
(MARREL; HEROY, 2003, DALTOE et al., 2010).

Devido a alta incidéncia de neoplasias mamarias caninas, informacdes
como tipo histoldgico e taxa de sobrevida sdo extremamente importantes para
contribuicdo nas pesquisas de oncologia veterinaria. Além disso, a
imunofenotipagem do infiltrado inflamatorio peritumoral auxiliara no
entendimento da resposta dessa neoplasia. Assim, 0 objetivo deste estudo foi:

- verificar a associacdo entre raca e idade das cadelas com ocorréncia
de tumores malignos;

- verificar a correlacdo da utlizagdo de horménios como método
contraceptivo, manifestacdo de pseudociese, tamanho do tumor e presenca de
ulceracao com o tipo histolégico maligno ou benigno;

- caracterizar o infiltrado celular inflamatério dos tumores de mama por
meio de marcadores moleculares para linfécitos T (CD3), linfocitos B (IgG),
macréfagos (MAC 387 e CD68) e células que expressam complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) 1l (TAL IB5) utilizando a técnica de imuno-
histoquimica,

- comparar os infiltrados inflamatérios presentes nos tumores benignos
com aqueles presentes nos tumores malignos;

- avaliar a influéncia do tamanho do tumor, presenca de ulceracéo, uso
de hormbnios como método contraceptivo, tipo histolégico do tumor de mama

com a taxa de sobrevida das cadelas.



. REVISAO DE LITERATURA

Neoplasias mamaérias

As neoplasias mamarias podem ocorrer em qualguer mama, mas €
observada com maior frequéncia nas mamas inguinais (70%). Acredita-se que
essa predilecdo seja pelo maior volume de tecido mamario (QUEIROGA e
LOPES, 2002), pelo fato de estarem sujeitas a maior acdo hormonal e a
traumas advindos dos membros pélvicos. Os carnivoros domeésticos néao
entram em menopausa, € as mamas continuam sujeitas as influéncias
hormonais até idade avancada (ZUCCARI et al., 2001).

Neoplasias mamarias caninas geralmente se apresentam como nodulos
circunscrito, de tamanho e consisténcia variavel, e apresentando mobilidade ou
aderéncias em pele e/ou musculo. Podem estar acompanhadas de ulceracdes
de pele e reac¢Bes inflamatorias locais. Mdultiplos tumores séo frequentemente
observados em uma Unica glandula mamaria ou podem envolver varias
glandulas mamarias simultaneamente (tumores multicéntricos) e podem ser de
diferentes tipos histolégicos (RUTTEMAN et al., 2001; CASSALI et al.,, 2011).

Segundo Sorenmo et al. (2011) os dois principais fatores para o
desenvolvimento de tumores mamarios séo idade e horménios; além de varios
fatores adicionais como raca, dieta, obesidade que também tem sido
associados a um risco maior de desenvolvimento de cancer.

A idade média de cadelas que manifestam tumor é 10 a 11 anos de
idade, com ocorréncia rara em caes com menos de quatro anos (LANA et al.,
2007). A idade €é um dos fatores de risco mais importante para
desenvolvimento de tumores de mama e 0O risco comega a ser tornar
significante a partir dos oito anos de idade e aumenta com passar dos anos.
Cadelas jovens séo propensos a desenvolver tumores benignos, e a chance de
malignidade aumenta com a idade. Tumores mamarios sao raros em caes com
idade inferior a cinco anos, a menos que se sejam tratadas com hormoénios
(SORENMO et al., 2010).

Neoplasias maméarias podem ocorrer em qualquer cadela e ndo existe
um consenso sobre a predisposicéo racial, mas alguns autores afirmam maior
incidéncia entre cédes de raca pura quando comparada com cées sem raca
definida (CARVALHO, 2009). Segundo Lana et al. (2007) as ragas spaniel,
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poodle e dashchund parecem possuir predisposicdo a essa condicdo. A
incidéncia de tumores malignos foi diferente em cédes de pequeno porte em
comparacao com caes grande porte. Neste estudo 25% dos caes de pequeno
porte possuiam tumores malignos em comparacdo com 58% dos pacientes de
grande porte. Existe ainda predilecéo racial relacionada a condi¢cao genética. O
componente genético é confirmado pelo fato de alguns estudos comprovarem
que familias dentro de racas especificas possuem maior risco do que outras de
desenvolverem tumores de mama (SORENMO et al., 2010).

Dados sobre a relacdo da pseudociese com o desenvolvimento de
tumores mamarios sao conflitantes. Oliveira Filho (2010) observou que cadelas
que tiveram pseudociese apresentam um numero maior de neoplasias
malignas do que aquelas que né&o tiveram pseudociese. Morris et al. (1998)
afirma que a pseudociese ndo tem relacdo alguma com o desenvolvimento de
neoplasias mamarias. Cadelas com pseudociese recorrente apresentam altas
concentracdes de prolactina, predispondo a formacdo de tumores de mama; o
leite retido cronicamente pode conter compostos quimicos que exercam efeito
carcinogénico sobre o epitélio adjacente (ZUCCARI et al., 2001). Além disso, a
hipoxia celular, resultante da distenséo dos acinos, repletos de secrec¢ao lactea,
leva a formacédo de radicais livres, 0os quais possuem efeito na carcinogénese.
Entretanto, a pseudogestacdo assim como a idade a primeira prenhez, nimero
de gestacdes, ciclos estrais irregulares séo fatores contraditérios. Ainda néo
foram determinadas as influéncias na carcinogénese mamaria (MORRISON,
1998).

A castracao tardia ndo parece reduzir o risco de formacado de tumores
mamarios, porém o risco de desenvolver tumores benignos parece ser reduzido
ap0s a ovarioesterectomia, mesmo em idade mais avancada (LANA et al.,
2007). Esses achados séo consistentes com as conclusdes de que a exposi¢cao
a hormonios ovarianos no inicio da vida da cadela tem maior efeito sobre o
risco de formacao tumoral (SORENMO et al., 2010). O risco de desenvolver
tumores em cadelas castrada antes do primeiro cio é de 0,05%, apds o
primeiro cio é de 8% e sobe para 26% apds o segundo cio. O risco de
desenvolvimento de céancer de mama é determinado pela intensidade e

duracdo da exposicdo do epitélio mamario a acdo conjunta da prolactina e
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estrogéno (SILVIA et al., 2004). O efeito protetor da gravidez visto em mulheres

parece ndo ocorrer em cadelas (LANA et al., 2007).

Fatores progndsticos

Os principais fatores prognosticos estdo relacionados com as
caracteristicas clinicas do tumor (tamanho, presenca de ulceracdo cuténea,
crescimento rapido recente), com o estadio clinico da doenca (invaséo regional
ou a distancia), e com as caracteristicas histolégicas (tipo histologico, grau
nuclear e indice mitético) (QUEIROGA e LOPES, 2002).

Cerca de 50% dos tumores mamarios sdo malignos, e entre os malignos
a maioria é de carcinomas, sendo o tipo histologico principal fator de
prognéstico para os tumores de mama. Entre os tumores benignos os
adenomas sdo os mais comuns (OLIVEIRA et al., 2003).

A ulceracdo cuténea associada a neoplasia também tem sido associado
a menor sobrevida. A ulceracdo decorrente de neoplasias mamarias é um
processo ndo obrigatério que ocorre em virtude de complicacdes durante a
evolucdo da doenca (QUEIROGA e LOPES, 2002; ZUCCARI, 1999).

Existem trés tipos de recorréncia no cancer de mama. A recorréncia
local, na qual as células tumorais permaneceram no local original e apés algum
tempo voltam a proliferar. Para muitos pesquisadores a recorréncia local ndo é
considerada como disseminacdo do cancer mamario, e sim como um fracasso
do tratamento priméario. Mesmo depois da mastectomia, os tecidos mamarios
proximos a pele e tecido adiposo permanecem possibilitando a recorréncia
local. A recorréncia regional é mais grave que a local por indicar que o cancer
se disseminou além dos limites da mama e linfonodos regionais. Pode ocorrer
na musculatura peitoral, abdominal, nos linfonodos mais internos, entre as
costelas, entre outros. A recorréncia a distancia, ou seja, a metastase, é sem
davida a mais grave delas. Uma vez fora do tecido mamario, usualmente o
cancer pode se disseminar para os linfonodos regionais e a partir deste para
qualquer outro local do organismo (ZUCCARI, 1999).

A presenca de metastase regional e o tamanho do tumor séo fatores que
indicam o estagio tumoral e sao utilizados no sistema de estadiamento

proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), além de fornecerem
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dados de valor prognostico que podem ser utilizados em um plano de
tratamento em cadelas doentes (Tabela 1).

O tamanho do tumor tem valor progndstico, pois tumores menores sao
significativamente mais propensos a serem benignos do que tumores de
maiores dimensfes. Sendo assim, 0 risco de malignidade aumenta com o
aumento do tumor (SORENMO, et al., 2010). Quando se avalia o tamanho do
tumor como fator prognostico, a OMS propde a classificagdo por categorias: T,
para tumores menores que trés centimetros (T1< 3 cm); T, para tumores de trés
a cinco centimetros (T,: 3-5 cm); T3 quando tumores possuem tamanho maior
que cinco centimetros (T3 =2 5 cm) (RICHARDS et al., 2001). Cadelas com
tumores T, apresentam maior sobrevida quando comparados ao T, e T3 € ndo
houve diferenca quando comparados T, e T3 (SORENMO et al., 2010).

As metastases nos cdes podem ocorrer por via linfatica ou venosa. Nos
carcinomas mamarios, a via linfatica parece ser a mais importante. A drenagem
linfatica faz-se para os géanglios linfaticos axilares e inguinais (BURINI, 2007).
Metastases em linfonodos regionais é outro fator prognostico, de acordo com o
estadiamento é classificado como Ny (sem metastase) e N; (com metastase)

com base em citologia ou histopatologia (RUTTEMAN et al., 2001).

Tabela 1: Sistema de estadiamento de tumores mamarios caninos, proposto

por OMS.

Estagio Tamanho Metastase Metastase a
regional distancia

Estagio | T1 NO MO
Estégio Il T2 NO MO
Estagio Il T3 NO MO
Estagio IV Qualquer tamanho | N1 MO
Estagio V Qualgquer tamanho | NO ou N1 M1
Tamanho (T)
T1<3cm
T2 3-5cm
T3=5cm
Metastase regional em linfonodo | Metastase a distancia
(N)
NO: Sem metastase MO: Sem metastase
N1: Com metastase M1: Com metastase

Fonte: Rutteman et al, 2001.
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Os estudos sobre estagio e prognostico muitas vezes sofrem limitacdes
por ndo haver padronizacao de procedimentos de testes e abordagem cirdrgica
e seguimento de monitoramento. Estas limitacdes na coleta de dados e
variacbes podem estar sendo subestimadas ou superestimadas e resultando
em analises erradas (SORENMO et al., 2010).

Tumores mamarios benignos podem sofrer transformacdo espontanea
ao longo de um periodo para tumores malignos. A progressao histolégica para
malignidade é observada em cadelas com multiplos tumores mamarios
(MOULTON et al., 1986). Tumores multiplos clinicamente parecem ser tumores
separados e discretos com varios tamanhos e tipos histoldégicos, mas
etiologicamente estéo relacionados (SORENMO et al., 2010).

Céncer de mama com metastase ainda é considerado como uma
doenca incuravel tanto na medicina humana como na Veterinaria, sendo um
dos fatores progndsticos mais importantes. Micrometastases nao detectaveis
clinicamente, certamente contribuem para a recorréncia da doenca nas
pacientes portadoras de cancer de mama, no entanto pouco se conhece a
respeito do mecanismo celular responsavel por este controle (KLAUBER et al.,
2001). Dentre os locais mais comuns para metastases das neoplasias
mamarias malignas, podem ser citados os linfonodos, pulmdes, ovarios, rins,
adrenais, figado e baco, sendo o pulméo o local mais comum para metastases
a distancia em cadelas com tumores mamarios. Isto ocorre devido ao imenso
fluxo de sangue que passa por este 6rgdo e a grande trama de capilares, onde
a circulacéo se torna mais lenta. O leito capilar pulmonar serve como filtro para
0s agregados de células tumorais que se alojam na arvore vascular, inserindo
pseuddpodos entre as células endoteliais e emigrando para o parénquima
pulmonar. Exames de ultrassom e radiografias devem ser realizados para
identificar outros sitios suspeitos de metastases (FERREIRA et al.,, 2003;
QUEIROGA e LOPEZ, 2002; JONES et al., 2000).

Os sarcomas sao descritos como sendo os tipos histolégicos com pior
prognéstico, seguidos pelos carcinomas solidos; e os sarcomas possuem ainda
capacidade de metastases maior que os carcinomas. Os tumores associados a
melhor prognédsticos sdo os adenocarcinomas e carcinoma “in situ” (BURINI,
2007).



Classificacao Histoldgica

Os tumores mamarios apresentam grande complexidade, em parte
devido & estrutura histolégica heterogénea do proprio tecido mamario, podendo
ser oriundos das células epiteliais ductais e/ou alveolares, das células
mioepiteliais e/ou das células do tecido conjuntivo intersticial. Deste modo,
podemos afirmar que estas neoplasias desafiam os clinicos e patologistas,
devido tanto ao seu inesperado comportamento biolégico como também a sua
diversidade morfologica (CARVALHO, 2009).

A importancia da classificacdo histologica reside na capacidade de
predizer o comportamento biolégico do tumor e, atualmente, foi proposto um
novo sistema de classificagéo por Cassali et al. (2011) (Tabela 2).

Os tumores mamarios sdo compostos por parénquima e estroma, O
parénquima é constituido por células de origem epitelial ou mesenquimal, e o
estroma por fibrovascularizacdo. A nomenclatura da-se de acordo com o tecido
de origem, padrédo de crescimento e comportamento biologico. E as neoplasias
mamarias ainda podem ser constituidas de células de origem epitelial e
mesenquimal ao mesmo tempo, sendo denominadas de tumor misto mamario
(ZUCCARI et al., 2001).

Entre os tumores de mama benignos mais comuns estdo os adenomas,
adenomas complexos e tumor misto benigno. Adenoma € um tumor benigno
com células epiteliais ou mioepiteliais bem diferenciadas e séo classificados
como simples ou complexo. Os adenomas complexos sé&o provenientes de
células epiteliais ou mioepiteliais e sua diferenciagdo com carcinomas pode ser
dificil. O fibroadenoma € proveniente da proliferacdo de elementos epiteliais e
estromais e existe o fibroadenoma pericanicular, intracanicular e o de
celularidade alta e baixa. O tumor misto benigno é caracterizado por células
benignas que sédo semelhantes a células epiteliais e células mesenquimais que
produzem cartilagem, o0sso ou tecido adiposo em combinagdo com tecido
fibroso (MOULTON, 1990).

Entre os tumores malignos, os carcinomas sao a maioria apresentando
varios tipos histolégicos. O carcinoma “in situ” € caracterizado por proliferacéo
de células epiteliais malignas extralobulares ductais e podem ser classificados

em carcinoma “in situ” lobular ou ductal (os mais comum) (CASSALI et al.,
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2011). Frequentemente sdo multicéntricos e ndo sao, geralmente, visiveis
macroscopicamente, podendo ser parte de les@es fibrocisticas ou encontrados
proximos a carcinomas invasivos e outros tipos de tumores (MOULTON, 1990).

O carcinoma complexo é relativamente comum em cées. Geralmente
sdo tumores lobulados, composto por células epiteliais e mioepiteliais
(TAVARES et al., 2006). O epitélio luminal pode ter apresentacdo tanto
tubulopapilar como também solida. Pode ocorrer metaplasia escamosa em
alguma porcédo. O tipo fusiforme de células mioepiteliais frequentemente é
composto por arranjados celulares de forma reticulada. O crescimento
expansivo € comum, e a invasao junto aos vasos linfaticos é rara (10%)
(TAVARES et al, 2006). O carcinoma complexo podem ser dificil a
diferenciacdo com adenoma complexo. Auséncia de capsula, crescimento
infiltrativo, alta celularidade, necrose e elevados indices de mitose sé&o
indicativos de malignidade, tempo meédio de sobrevida de dez meses
(TAVARES et al., 2006).

Carcinoma em tumor misto apresenta um complexo padrao histoldgico,
pois possui componentes de origem epitelial e mesenquimal, contém focos de
células epiteliais com pleomorfismo elevada e mitoses atipicas, apresentam
crescimento infiltrativo (CASSALI et al., 2011).

Carcinoma papilifero caracteriza-se por proliferacéo papilar epitelial com
estroma fibrovascular. Carcinoma tubular consiste de proliferacdo epitelial,
disposto de uma forma predominantemente tubular e possui capacidade de
infiltracdo de tecidos adjacentes e vasos sanguineos. Carcinomas com areas
tubulares e papilares sdo comuns, sendo considerado carcinoma papilar
guando 60% das areas sao papilares (CASSALI et al., 2011).

No carcinoma solido as células tumorais sdo arranjadas em “folhas”,
“corddes” ou ninhos sélidos. Alguns sdo compostos por células com citoplasma
vacuolizado, possivelmente de origem mioepitelial. A quantidade de estroma
varia de pouca a moderada (MOULTON, 1990) e areas de necrose sao
comuns, sendo, portanto umas das neoplasias mamarias mais comuns nas
cadelas (CASSALI et al., 2011).

Entre os sarcomas, o fibrossarcoma € o mais diagnosticado em cadelas
e sao tumores malignos de fibroblastos com quantidades variaveis de

colageno. Os carcinossarcomas sao tumores de origem epitelial e
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mesenquimal, de crescimento rapido e as caracteristicas histologicas desse
tipo de tumor sado extremamente variaveis. Esse tipo de tumor foi anteriormente
denominado de tumor misto maligno, e é composto por células que se

assemelham a células epiteliais (CASSALI et al., 2011).

Tabela 2. Classificacao histolégica de neoplasias mamarias caninas.

Tumores benignos

Adenoma simples
Adenoma complexo
Fibroadenoma
Tumor misto benigno
Ductal papiloma

Tumores Malignos

Carcinoma “in situ”

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma complexo

Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma solido

Carcinoma simples papilar/ tubular/
Tubulopapilar

Carcinomas especiais

Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma secretorio

Carcinoma mucinoso
Carcinomarico em lipideos
Carcinomas células ecamosas
Carcinomas de células fusiformes
Carcinoma anaplasicos
Neoplasias mamarias com diferenciacao
sebacea

Sarcomas

Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinosarcoma

Outros sarcomas

Condrossarcoma
Lipossarcoma
Hemangiossarcoma

Fonte: CASSALI et al, 2011.
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Infiltrado Inflamatério associado ao tumor

O reconhecimento de uma célula tumoral pelo sistema imunolégico pode
se processar de maneiras distintas e complementares; e elementos da
imunidade inata e da imunidade adaptativa contribuem para resposta imune
contra os tumores (CHAMMAS et al., 2004).

Estudo em varios tecidos vem demonstrando forte infiltracdo de
leucdcitos intratumoralmente e nas adjacéncias dos tumores. Nos canceres,
estas ceélulas de defesa sao recrutadas em resposta ao tumor, em decorréncia
da inflamacéo ou por substancias produzidas pelas células tumorais. Porém, ao
mesmo tempo em que o sistema imune pode proteger, podem também
promover o crescimento de tumores com imunogenicidade reduzida. A
caracterizacdo (tipo, densidade e localizacdo) das células imunes infiltrantes
pode permitir uma melhor predicdo do resultado clinico do que outros
parametros histopatolégicos usados (VAKKILA et al., 2004).

As células inflamatorias que infiltram os tumores, incluindo neutrofilos,
células dendriticas, macréfagos, eosindfilos, mastodcitos, linfocitos e
plasmdcitos podem modificar intensamente o0 microambiente tumoral,
produzindo citocinas, fatores de crescimento, mediadores citotoxicos, fatores
angiogénicos e inibidores incluindo proteinases, TNF-a, ILs e INFs e outros
compostos (DALTOE et al., 2010).

As citocinas sdo moléculas peptidicas que participam de forma
proeminente do processo inflamatério facilitando ndo somente o crescimento
da neoplasia como também o aparecimento de metastases (HEIMANN et al.,
1997). Elas sdo mediadoras diretas das interacdes entre as células, portanto
reguladoras das funcdes celulares e teciduais. A producdo e liberacdo de
citocinas sao processos celulares estritamente regulados, podendo ser
desregulado por transformacdes malignas (ALTUCCI e GRONEMEYER, 2001).

O infiltrado inflamatério constitui a resposta imunitaria do organismo,
numa tentativa de rejeicdo do tumor. Por outro lado, as quimiocinas atuam
como fatores de crescimento para as células tumorais e sdo angiogénicas,
providenciando vasos que medeiam a invasdo e servem como rotas para a
metastatizacdo (MARELL; LEROY, 2003).
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O processo inflamatorio associado ao processo neoplasico envolve uma
complexa resposta do hospedeiro e estudos imuno-histoquimicos tem
demonstrado um predominio de linfécitos e macréfagos em carcinomas
mamarios, portanto a presenca do infiltrado inflamatorio era associada a uma
resposta contra o0 crescimento do tumor, assim ndo ha consenso sobre a
eficacia da resposta antitumoral mediada por linfécitos ou por subpopulacdes
de linfocitos (ESTRELA-LIMA et al., 2010).

Linfécitos T

Os linfocitos T sd@o células da imunidade celular, reconhecem antigenos
de microorganismos intracelulares. Seus receptores de antigenos séao
moléculas presentes na membrana e apresenta uma especificidade restrita
para antigenos ligados a proteinas de hospedeiros que sdo codificadas pelos
genes do complexo de MHC que se expressam em outras células (ABBAS et
al., 2007).

Embora o infiltrado linfocitario seja considerado uma manifestacdo da
resposta imune contra o tumor, o papel central das células T na imunidade
antitumoral ainda é controverso (VESALAINEN et al., 1994)). Os estudos de
deteccdo da infiltracdo de linfécitos T em neoplasias caninas nao sdo muito
numerosos, havendo alguns estudos em tumor venéreo transmissivel, em
seminomas e em histiocitoma cutaneo canino (PEREZ et al.; 1998). A
infiltracdo linfocitaria dos tumores esta descrita em varios tumores malignos e
sua funcdo é desconhecida, e enquanto que nos tumores da mama humanos
este infiltrado parece estar relacionado com pior prognéstico (GEORGIANNOS
et al., 2003).

A presenca dos linfocitos infiltrados no tumor tem sido correlacionada
com o tamanho, estagio do tumor e a sobrevida do paciente, incluindo as de
coOlon e reto, as de prostata e os carcinomas de estdbmago. Correlagdo inversa
foi descrita em outros tipos de tumores, como no carcinoma esofagiano e no
carcinoma renal, em que a presenca de células T foi relacionada com uma
baixa sobrevida dos pacientes (VESALAINEN et al., 1994).

Para identificacdo dos linfocitos T, utiliza-se o anticorpo policlonal anti-

CD3 que reconhece uma sequéncia peptidica altamente conservada do
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dominio citoplasmatico do CD3 de varias espécies. O CD3 é um complexo de
proteinas presente em todas as células T, que atua como transdutor de sinal
(TIZARD, 2000; MORRIS et al. 2002).

Macrofagos

Os macrofagos sdo membros do sistema fagocitario mononuclear e
entre suas funcdes estdo a fagocitose de particulas estranhas, producédo de
citocinas pro-inflamatérias e apresentacdo de antigeno para linfécitos T
(DALTOE et al., 2010).

Macréfagos associado ao tumor (MATS) sao um importante componente
de infiltrado inflamatério nos tecidos neoplasicos e sao derivados de mondcitos
gue sédo recrutados em grande parte por mondcitos quimiotaticos. MATs tem
um duplo papel na neoplasia, embora possam matar as células neoplasicas
apos a ativacao por IL-2, também produzem um numero de potentes fatores de
crescimento angiogénicos e linfangiogénicos, citocinas e proteases, 0S quais
sdo mediadores que potencializam progressdo neoplasica. MATs e células
tumorais produzem IL-10 que efetivamente embotam a reposta anti-tumoral por
células T citotoxicas. Durante o desenvolvimento neoplasico os macrofagos
ativados produzem metabdlicos do acido araquidbnico e proteases
extracelulares. Em resposta aos tumores expressam IL-8 e fator de
crescimento endotelial vascular, induzindo angiogénese sob o controle
paracrino. MATs podem expressar VEGF-D e VEGF-E, bem como VEGF
receptor 3 todos implicados na formacdo de vasos linfaticos e metastases
linfaticas. MATs também favorecem a disseminacao de tumores quando estéo
no recrutamento e resposta a estimulos angiogénicos e linfangiogénicos (LISA
et al.,, 2002; LEEK;HARRIS, 2002), e podem ter um papel anti-tumoral,
apresentando os antigénicos tumorais as células T citotoxicas, sendo capazes
de se tornarem diretamente citotdxicos para as células tumorais (LEEK;
HARRIS, 2002).

Para identificacdo dos macrofagos, utiliza-se o clone MAC 387, que
reconhece a proteina mielomonocitica L1 ou calprotectina, uma proteina
citoplasmatica dos granulécitos, mondcitos e macréfagos de diferentes tecidos

e o marcador CD68, pertencente a uma familia de acidos, altamente
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glicolisados, encontrado em granulos citoplasmaticos e em superficie de
macrofagos, mondcitos, neutrofilos, baséfilos e linfocitos (BRANDTZAEG et al.,
1988).

MHC I

A expressao de moléculas do MHC Il ocorre em células apresentadoras
de antigenos (células dendriticas, macrofagos) e linfocitos, e estas moléculas
desempenham um papel importante no reconhecimento imunolégico. Sao
derivadas de proteinas extracelulares e estudos mostram o envolvimento de
MHC Il no controle da resposta imune humoral e resposta mediada por células.
O MHC Il quando ativado pode mediar adesao celular, produgéo de citocinas,
proliferacdo celular e apoptose. Todas essas funcbes sao importantes para o
controle do cancer, doencas infecciosas e autoimunes (ABBAS et al., 2007).

Células tumorais podem expressar moléculas de MHC, o que representa
a evasdo da célula tumoral a elementos do sistema imune e ha o
reconhecimento por—células NK (Natural Killer), macrofagos e linfocitos que
reconhecem antigenos da célula tumoral através desses receptores. Em
células que apresentam es niveis de MHC-normais a funcéo dessas células é
inibida. As células apresentadoras de antigenos podem capturar antigenos
tumorais, processa-los e apresenta-los em um contexto MHC | e MHC I

juntamente com co-estimulacdo (CHAMMAS et al., 2004).

Linfocitos B

Os linfocitos B fazem parte de 5 -15% da populacdo de linfocitos
circulantes, que se originam na medula éssea e se desenvolvem em 06rgaos
linféides. S&o responsaveis pela imunidade humoral, fazem reconhecimento
direto de antigenos através de proteinas de superficies, marcadores
fenotipicos. Os linfocitos B sdo as Unicas células capazes de produzir
anticorpos, eles reconhecem antigenos extracelulares e se diferenciam de
células secretoras de anticorpos, funcionando, assim, como mediadores de
imunidade humoral. As células B expressam anticorpos nas suas membranas

gue servem de receptores para reconhecer antigenos e iniciam o processo de
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ativacdo de células e esses receptores sdo moléculas de Igs de diferentes
classes (JANEWAY et al., 2009).

Os linfocitos B participam da resposta imune (adaptativa) contra tumores
produzindo anticorpos especificos contra antigenos tumorais. Esses anticorpos
se ligariam a antigenos especificos nas células tumorais facilitando seu
reconhecimento e destruicdo pelas células NK ou fagocitose por macréfagos,
ou ainda ativando a via do complemento, e causando a lise tumoral
(CHAMMAS et al., 2004).
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.  MATERIAL E METODOS

Amostras

Neste estudo foram utilizadas 80 fémeas caninas, portadoras de
neoplasias mamarias, atendidas junto ao Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) entre 03/2010 a 03/2011. As cadelas foram
submetidas a exame fisico rotineiro e as variaveis clinico-patoldgicas
consideradas neste estudo foram: a idade no momento da exérese cirurgica do
tumor, o tamanho do tumor, a presenca ou auséncia de ulceracdo cutanea e o
tipo histologico.

Os proprietarios responderam a questionario com informacdes sobre o
histérico e condicdes do animal, principalmente sobre a utilizacdo de
hormdnios, como método contraceptivo, antecedentes moérbidos, nimero de
gestacdes, pseudociese e histérico familiar.

Quanto a faixa etaria os caes foram agrupados como: filhotes (até um
ano de idade), adultos (dois a oito anos) e idosos (mais de nove anos).

Em relacdo ao tamanho da neoplasia foi considerado o sistema proposto
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), agrupando os tumores em trés
categorias: menores de trés centimetros (T,), entre trés e cinco centimetros
(T2) e maiores que cindo centimetros (T3). ApGs 0s exames as cadelas eram

encaminhadas para tratamento cirdrgico de mastectomia radical.

Acompanhamento clinico

Todos os animais foram submetidos a tratamento cirdrgico sem
tratamento quimioterapico adicional.

Semestralmente os proprietarios foram contactados e responderam
questdes relativas a progressao da doenca. Nas situagdes em que o animal se
encontrava vivo, 0s proprietarios foram interrogados em relagéo ao seu estado
geral e ocorréncia de recidivas e/ou metastases. Quando ocorria 0 Obito,
procurou-se obter informacdes referentes a data, causas e condi¢cdes do
mesmo. O tempo de sobrevida foi considerado desde o momento do

diagnéstico até o momento do 6bito ou o término do experimento.
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Avaliacdo Histopatoldgica

Os tecidos recolhidos por excisdo cirtrgica foram examinados e o
material foi fixado em formol 10% durante 24 horas, processado e incluido em
parafina segundo Tolosa et al. (2003). Dos blocos efetuaram-se cortes com
cinco ym de espessura em micrétomo rotativo LEICA RM 2125 RT, depois
foram desparafinados em xilol e hidratados numa série decrescente de alcodis,
tendo-se procedido a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE). Os tumores
foram avaliados num microscopio Binocular Nova 106 e classificados de acordo

com Cassali et al. (2011).

Imuno-histoquimica

A padronizacao da técnica de imuno-histoquimica para a caracterizacao
do infiltrado celular nos tumores foi feita empregando-se 0s anticorpos
monoclonais primarios marcadores de linfécitos T (CD3), linfécitos B (IgG),
macrofagos (MAC 387 e CD68) e células inflamatorias que expressam MHC Il
(TAL1B5) (Tabela 2).

O método de imuno-histoquimica empregado foi o Complexo
Estreptoavidina- Biotina Peroxidase, desenvolvido por Shi et al. (1991), com
ligeiras modificacdes, de acordo com cada anticorpo utilizado. Foram feitos
cortes seriados de cada tumor, com cinco um de espessura em laminas pré-
tratadas com poli-l-lisina, totalizando cinco laminas para cada tipo histologico.
Os cortes de tecido foram desparafinizados, reidratados. Na sequencia, foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio 3%
em metanol por 20 minutos ao abrigo da luz. Apds essa etapa, 0s cortes foram
lavados por trés vezes em agua destilada. A recuperacdo antigénica foi feita
pelo calor utilizando microondas, as laminas foram mergulhadas em uma
solugdo de Target (retrieval solution Dako Corporation, Denmark)
permanecendo por dois minutos na poténcia alta e oito minutos na poténcia
baixa. Apds essa etapa, os cortes foram novamente lavados por trés vezes em
agua destilada e, a seguir, os sitios inespecificos bloqueados com solucao
bloqgueadora de reacdo inespecifica (protein block serum-free — DAKO

Corporation). Ato continuo, os cortes foram recobertos com 100 pl de anticorpo
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primario na diluicdo 6tima (Tabela 3) e, entdo, incubados a 4°C por dezoito
horas. Depois os cortes foram novamente lavados em agua destilada, e
incubados com o anticorpo secundario biotinilado (Kit DAKO LSAB + System)
por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita nova lavagem
para remocdo do excesso de anticorpo e procedeu-se a incubacdo com o
complexo streptoavidinabiotina, por trinta minutos (Kit DAKO LSAB + System),
a temperatura ambiente, para deteccdo do produto da reacdo. Realizou-se a
revelacdo com o cromogeno a base de diaminobenzidina (DAB- Dako
Corporation, Carpinteria, USA), incubando por um minuto em camara umida.

Em seguida, a reacéo foi interrompida com a lavagem das preparacdes
em agua destilada, e feita a contracoloracdo com hematoxilina de Harris por
cinco minutos, lavagem em agua corrente e desidratacdo. Nesta Ultima etapa,
realizou-se passagens rapidas, em alcool etilico 85°, 95°, absoluto | e I, xilol | e
II. As laminas foram montadas com Entellan Novo (Merck ®) e observadas em
microscépio de luz.

Todas as fases de preparagao das laminas foram acompanhadas por um
controle positivo e um controle negativo (sem adicdo de anticorpo primario,

sendo substituido por PBS).

Tabela 3. Anticorpos utilizados para marcacao do infiltrado inflamatorio, com as
respectivas diluicbes.

Anticorpo Clone/procedéncia Diluicéo
CD3 F7.2.38/ Dako A/S Denmark 1:50
CD68 MO0876/ Dako A/S Denmark 1:100
MAC 385 MO747/ Dako A/S Denmark 1:100
IgG Dako A/S Denmark 1:100
TAL IB5 MO0746/ Dako A/S Denmark 1:100

A avaliacdo imuno-histoquimica da marcacdo do infiltrado inflamatério
pelos diferentes anticorpos foi realizada através de contagem de células de
origem epitelial ou mesenquimal que se mostraram imunopositivas. Foram
escolhidos aleatoriamente 10 campos da area tumoral em objetiva de 40X,
microscopio binocular Nova 106® e o percentual de células positivas era obtido
e classificado em um sistema de cruzes proposto por Allred et al. (1998): uma
cruz (+) quando menos de 10% das células eram marcadas pelo anticorpo,

duas cruzes (++) quando se observa 10% a 25% de marcacao positiva, trés
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cruzes (+++) marcacao entre 25% a 50% e quatro cruzes (++++) mais de 50%
de marcacao (ALLRED, 1998) (Figura 1).

Figura 1. Graduacdo da expressdo no sistema de cruzes para
avaliacdoimuno-Histoquimica, segundo Allred et al. (1988).

Negativo Focal até 25% 25-50% mais de 50%
() (+) (++) (+++) (++++)

Fonte: Tersian et al. (2007)

Analise estatistica

Utilizou-se programa SYSTAT 10.2 e os conjuntos de dados foram
submetidos a testes de normalidade. Para tal, cada conjunto foi avaliado
quanto a curtose e simetria e comparado com a distribuicdo de Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnov). O teste de Fischer foi utilizado para verificagdo da
homogeneidade de variancias.

Para verificar a diferenca entre o tamanho dos tumores de sua origem
maligna ou benigna foi usado o teste U de Mann-Whitney.

O teste Qui-quadrado foi usado para analisar a presenca de ulceracdo
cutdnea de tumores mamarios e uso injetadvel de horménios como método
contraceptivo se estdo associado com a origem do tumor.

Para avaliar se o tamanho do tumor mamario influencia a sobrevida da
cadela considerando a origem do tumor (maligno ou benigno) foi usado o teste
correlacdo de Spearman.

Ao avaliar se as variaveis ulceracdo cutanea e o0 uso contraceptivo de
hormdnios influenciam na sobrevida usou-se o teste Anova de dois fatores.

Ao verificar a diferenca de sobrevida quanto ao tipo histologico de
tumores mamarios foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e, se houve diferenca,

teste Tukey foi usado para comparacgdes par a par.
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Para verificar a diferenca entre os marcadores moleculares usou-se o
teste de Kruskal-Wallis.

Ao avaliar se o infiltrado inflamatério difere de sua natureza benigna ou
maligna usou-se o teste U de Mann-Whitney.

Ao verificar se a idade influéncia na natureza do tumor utilizou-se o teste
U de Mann-Whitney. As associacdes encontradas foram consideradas

significantes quando p<0.05.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Classificacao histologica dos tumores

Dos 80 tumores incluidos no estudo, 90% (n=72) foram classificados
como malignos e 10% (n=8) como benignos. Entre os tumores benignos o
tumor misto (5%; n= 4) foi 0 mais comum e entre 0s malignos o carcinoma em
tumor misto grau | (32,5%; n=26) foi 0 que apresentou mais ocorréncias e o tipo
histolégico com menor frequéncia foi o fibrossarcoma mamario (1,25%; n=1)
(Tabela 4).

A maioria dos autores afirma que cerca de 50% dos tumores mamarios
em cadelas sdo benignos (MISDORP et al., 1999; RUTTEMAN et al., 2001).
Entretanto, no presente trabalho observou-se uma superioridade na frequéncia
das neoplasias malignas (90%), corroborando os achados de Zuccari et al.
(2002) que encontrou 86% de tumores malignos, Queiroga e Lopes (2002)
63%, Oliveira et al. (2003) 73,38%, Queiroga (2005) 60% , Oliveira Filho
(2010) 71,90% de tumores malignos.

O carcinoma em tumor misto foi o tumor maligno com maior frequéncia.
Outros estudos relatam maior frequéncia de carcinomas, porém ha uma
variedade de tipos de carcinomas relatados, Carvalho (2009) relata a presenca
do carcinoma complexo como o mais frequente (52,78%), Queiroga e Lopes
(2002) o carcinoma ductal (38,9%), Zuccari et al (2002) encontrou carcinoma
tubulopapilifero (41%), Oliveira et al. (2003) o adenocarcinoma (16,5%),
Zuccari et al. (2005) o carcinoma tubulopapilifero (41%), Queiroga (2005)
carcinoma tubulopapilifero (35,89%), Burini (2007) carcinoma simples (70%),
Tersian et al. (2007) carcinoma tubulopapilifero (41%), Figueiroa (2009)
carcinoma complexo (68,18%), Carvalho (2009) carcinoma complexo (52,78%),
Oliveira Filho (2010) carcinoma simples (29,1%). Os carcinomas de mama séo
as neoplasias mais frequentes em fémeas caninas e isto ocorre devido a
heterogeneidade desta neoplasia. Pode-se observar neste tipo tumoral,
diversas formas clinicas, bem como caracteristicas histopatolégicas, que
resultam em diferentes evolugdes clinicas da doenca (MISDORP, 2002).

Nas andlises feitas neste trabalho, o tumor misto benigno foi a neoplasia
benigna mais frequente, semelhante ao relatado por Carvalho (2009) e

Queiroga e Lopes (2002), mas diferente dos estudos de Figueiras (2003) que
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encontrou o fiboroadenoma e dos estudos de Oliveira et al. (2003), Queiroga

(2005) e Oliveira Filho (2010) que relataram adenoma como 0 mais comum.

Tabela 4. Classificacdo histologica dos tumores espontaneos de mama de

cadelas, Uberlandia, 2012.

Tipo Histolégico N %
Benignos

Tumor misto benigno 04 5
Adenoma complexo 02 2,5
Adenoma simples 02 2,5
TOTAL 08 10%
Malignos

Carcinoma em tumor misto | 26 32,5
Carcinoma em tumor misto |l 13 16,25
Carcinoma simples tubulopapilar 03 3,75
Carcinoma simples papilar | 02 2,50
Carcinoma simples papilar Il 02 2,5
Carcinoma simples tubular Il 08 10
Carcinoma simples tubular 1l 01 1,25
Carcinoma tubular Il 03 3,75
Carcinoma papilar Il 01 1,25
Carcinoma papilar Il 01 1,25
Carcinoma “in situ” 03 3,75
Carcinoma complexo | 05 6,25
Carcinoma solido Il 02 2,5
Carcinoma tubulo papilar | 01 1,25
Fibrossarcoma 01 1,25
TOTAL 72 90%

Na literatura pode-se encontrar uma disparidade de dados em estudos

com o objetivo de conhecer a frequéncia e epidemiologia dos tumores

mamarios nas cadelas. Segundo Cassali (2000) isto pode ser explicado, em

parte, pela dificuldade encontrada em proceder ao diagnéstico diferencial entre

neoplasias benignas e malignas, possivelmente devido a falta de uniformidade

nos critérios de distingdo entre os tipos de lesdes.

Variaveis clinico-patolégicas

Foram utilizados fragmentos de 80 tumores mamarios de cadelas neste

estudo e 45% destes eram de cadelas sem raca definida (SRD) e, entre as



23

cadelas de raca, as mais comuns foram coocker, pinscher (10%) e poodle
(7,5%) (Figura 2).

Figura 2. Racas mais frequentemente acometidas por tumores mamarios
espontaneos, Uberlandia- MG.

HSRD

W boxer

W coocker

W york shire
M pinscher
mfila

m teckel

H poodle

W terrier

W husk siberiano

Entre as cadelas SRD, 88,89% dos tumores eram malignos e 11,11%
benignos; j4 as racas puras coocker e pinscher possuiam 87,5% (n=07) de
tumores malignos e 12,5% (n=1) benigno; na raca poodle (n=6) 100% eram
malignos e ndo houve cadelas da raca poodle com tumores benignos (Figura
3).

A maior frequéncia de animais com tumores mamarios foi entre cadelas
SRD e deve-se, provavelmente, ao fato desses animais representarem a maior
populacdo de cées atendidos no municipio de Uberlandia; e esses resultados
foram semelhantes aos observados por Daleck et al. (1998), Burini (2007) e
Carvalho (2009). Entre os cées de racga pura, pinscher e poodle foram as mais
comuns, semelhantes ao estudo de Oliveira Filho (2010) que encontrou entre a
raca poodle 23,71% e com 6,64% a raca pinscher. Carvallho (2009) e Oliveira
Filho (2010) observaram resultados semelhantes aos do presente estudo, com
10,5% e 11,72% de animais da raca coocker acometidos por neoplasia

mamaria.
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Figura 3. Percentual de cdes com neoplasias mamarias malignas e benignas
espontaneas, de acordo com a raca, Uberlandia — MG.
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Segundo a faixa etaria, 19 cadelas (23,75%) tinham entre dois a oito
anos de idade e 61 (76,25%) eram cadelas que tinham mais de oito anos de
idade. Nao foram observadas cadelas com idade inferir a um ano com tumores
de mama. Dentro da faixa etaria de dois a oito anos, 15 cadelas (18,75%)
possuiam tumores malignos e quatro (5%) benignos. Entre as cadelas com
mais de oito anos, 57 (71,25%) eram portadoras de tumores malignos e quatro
(5%) eram benignos (Figura 4). A maioria das cadelas tinha mais de nove anos
de idade, demonstrando maior incidéncia entre cadelas de meia idade e idosas.
Queiroga e Lopes (2002); Oliveira et al (2003) e Oliveira Filho (2010)
observaram maior ocorréncia de neoplasias mamarias entre cadelas maiores
de 9 anos.

Houve baixa incidéncia entre cadelas jovens e nenhum caso de tumores
mamarios em filhotes, como no estudo de Oliveira Filho (2010), mostrando ser

de extrema raridade.
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Figura 4. Percentual de cdes com neoplasias mamarias malignas e benignas
espontaneas, de acordo com a idade, Uberlandia — MG.
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Na avaliacdo da influéncia da administracdo de hormdnios como
contraceptivos na ocorréncia de tumores mamarios, 61 cadelas (76,25%) nao
possuiam historico de administragcdo de hormonios contraceptivos e 19
(23,75%) utilizaram horménios como meétodo contraceptivo pelo menos uma
vez durante a vida. Dentre as 19 cadelas que possuiam histérico, 17 (89,47%)
possuiam tumores malignos e duas (10,53%) benignos. Oliveira Filho (2010)
observou que entre as cadelas de utilizavam horménios como método
contraceptivo a maioria delas apresentavam tumores malignos, enquanto que
Oliveira et al. (2003) observou entre cadelas com uso de contraceptivo a
presenca de tumores benignos.

Ao avaliar a relacdo de cadelas com o uso contraceptivo de hormoénios
com a origem tumoral benigna ou maligna ndo observou-se correlacéo
estatistica ( p>0,05).

A pseudociese foi observada em 24 (30%) cadelas, sendo que 21 destas
cadelas (87,5%) apresentaram tumores malignos e trés (12,5%) benignos. N&o
foi observada pseudociese pelos proprietarios em 56 cadelas (70%) avaliadas
neste experimento. Verificou-se alta incidéncia de cadelas com pseudociese e
com presenca de tumores malignos, semelhante aos dados de Oliveira et al
(2003) que observou 72,3% de cadelas com neoplasia maligna e Oliveira Filho
(2010) observou 63,16% de tumores malignos e histérico de pseudociese. A

relacdo entre as neoplasias mamarias e a pseudociese é controversa; segundo
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Burini (2007) a pseudociese € um fenbmeno normal do ciclo estral, mas em
algumas cadelas podem estimular o aparecimento de sinais clinicos, com
severas manifestagcbes da pseudociese (como producdo lactea exagerada e
mudanca de comportamento), podendo apresentar reposta exacerbadas a
progesterona predispondo a formacgéo de tumores mamarios.

Ao avaliar o tamanho dos tumores, dez cadelas (12,5%) apresentaram
tumores menores que trés centimetros (T,), sendo que destes oito (10%) eram
malignos e dois (2,5%) benignos. Tumores de trés a cinco centimetros (Ty
foram apresentados por 40 cadelas (50%), sendo que 36 (45%) eram malignos
e quatro (5%) benignos. Trinta cadelas (37,5%) apresentaram tumores maiores
que cinco centimetros (T3), sendo 28 (35%) malignos e dois (2,5%) benignos
(Figura 5). Portanto, a maioria dos tumores malignos observados foram
incluidos na categoria T, e Ts. Entretanto, na avaliacdo da correlacdo do
tamanho do tumor com malignidade ou benignidade, neste trabalho nédo houve

diferenca estatistica entre estas variaveis.

Figura 5. Percentual de cdes com neoplasias mamarias malignas e benignas
espontaneas, de acordo com o tamanho T1 (<3 cm), T2 (entre 3a 5
cm) e T3 (>5 cm), Uberlandia — MG.
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Resultados semelhantes foram observados por Queiroga e Lopes
(2002); e Burini (2007) que encontraram 41,7% e 37,5% respectivamente de
tumores com 3-5 cm (T,). J& Carvalho (2009), Queiroga (2005) e Oliveira Filho
(2010) observaram a maioria de tumores com tamanho entre 1-3 cm (T), com
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45,6%, 49% e 49,42% respectivamente. E Oliveira et al. (2003) encontrou
44,3% de tumores com mais de 5 cm (Ts3).

As dimensbes observadas, para as neoplasias benignas e malignas,
podem ser explicadas pela velocidade de crescimento tumoral. Em geral, as
neoplasias benignas tendem a crescer lentamente ao longo de um periodo,
como massas nodulares, bem circunscritas. Entretanto, as neoplasias malignas
variam amplamente em sua velocidade de crescimento. Algumas delas tém
crescimento extremamente lento, mas outras, caso nao sejam tratadas,
rapidamente atingem proporc¢des gigantescas (JONES et al., 2000). Portanto,
pacientes com tumores maiores apresentam prognostico significantemente
desfavoravel, estando também associados a uma maior incidéncia de
metastases (BURINI, 2007).

Com relacdo a apresentacdo de aspecto ulcerado, 60 cadelas (75%)
apresentaram tumores sem ulceracdo, sendo que destes 54 (90%) eram
malignos e seis (10%) benignos. Ja 20 animais (25%) possuiam tumores com
ulceragdo e destes 18 (90%) eram malignos e dois (10%) benignos (Figura 6).
Foram observados poucos casos de tumores com ulceracdo cutanea, sendo
semelhante aos dados de Queiroga e Lopes (2002) que encontraram 17,5% de
tumores ulcerados e malignos.

A ulceracgéo cutanea néo foi exclusiva dos tumores malignos no presente
estudo, semelhante aos dados de Oliveira et al. (2003) que observaram 72,7%
de ulceracdo em tumores malignos e 27,3% ulceracdo em tumores benignos e
Oliveira Filho (2010) observou 89,28% de ulceragdo em tumores malignos e
10,72% em tumores benignos. Entretanto, Queiroga e Lopes (2002) verificaram
a ocorréncia de ulceracdo apenas em tumores malignos. A ulceragcdo cutanea,
segundo Burini (2007), ocorre com relativa frequéncia nos tumores mamarios e
estqd associado significativamente com a malignidade, porém, no presente
estudo, na avaliacdo da correlacdo da ulceracdo do tumor com malignidade ou
benignidade, neste trabalho ndo houve diferenca estatistica entre estas

variaveis.
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Figura 6. Percentual de cdes com neoplasias mamarias malignas e benignas
espontaneas, de acordo com a presenca de ulceracdo, Uberlandia —
MG.
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Entre os tumores malignos, 16,64% apresentaram marcacao positiva em
mais de 50% do campo (++++), 38,89% apresentaram marcacao positiva entre
25 a 50% do campo (+++), 34,72% apresentaram marcagdo positiva em até
25% do campo (++) e 2,78% tiveram marcacao de 10% do campo (+). Apenas
6,94% dos tumores foram negativos, ou seja, ndo ocorreu imunorreatividade.
Ja entre os tumores benignos, 25% foram negativos e 25% apresentaram
marcacao positiva em mais de 50% do campo (++++), 25% apresentaram
marcacgao positiva entre 25 a 50% do campo (+++) (Tabela 5) (Figura 7). A
marcacao foi observada no citoplasma dos linfécitos T, de forma homogénea
entre os linfocitos presentes na neoplasia (Figura 8 e 9). A marcacao foi
encontrada tanto na porcado central quanto na periferia do tumor, né&o
apresentando padréo definido de distribuicao.

Carvalho (2009) observou marcacdo de CD3 no citoplasma ou na
membrana citoplasmatica dos linfécitos T, sendo que a marcacdo também foi
de forma homogénea e ocorrendo sua maioria em 0s tumores benignos, com
significancia estatistica em comparacdo com 0s tumores malignos e ainda
observou marcacéo de linfécitos T na periferia de tumores benignos. Hussein e

Hassan (2005) relataram que houve aumento no infiltrado mononuclear
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inflamatorio, predominantemente de linfocito T, quando comparou-se a mama
normal e diversos tipos de tumores malignos. Estes autores observaram ainda
maior marcacao de CD3, sendo que a maior marcacao foi no estroma tumoral.
Silveira (2009) observou marcacdo de CD3 em linfocitos T localizados
intra e peritumorais, proximos de trabéculas de tecido conjuntivo e a maior

marcacao foi nos tumores malignos.

Figura 7. Percentual e intensidade de marcagdo de CD3 em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia —
MG.
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Tabela 5. Percentual e intensidade de marcacdo de CD3 em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia — MG.

CD3 Tumores Benignos Tumores Malignos
Frg (%) Frq (%)

- 02 (25%)* 05 (6,94%)°
+ 00° 02 (2,78%)®
++ 02 (25%)® 25 (34,72%)®
+++ 02 (25%)® 28 (38,89%)°
++++ 02 (25%)® 12 (16,67%)°
Total 08 (100%)® 72 (100%)®

*Letras iguais na mesma linha indicam que n&o houve diferenca significativa entre tumores malignos e
benignos (p>0,05) pelo teste de teste de U de Mann-Whitney.

Entre os tumores benignos, o tumor misto benigno foi o que apresentou
maior marcacdo para linfécitos T (++++). E entre os malignos foram o
carcinoma tubulo papilar (++++), carcinoma simples tubulo papilar (++++) e

fibrossarcoma (++++). Hussein e Hassan (2005), Carvalho (2009) e Silveira
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(2009) relataram os carcinomas com maior infiltracdo para linfécitos T, sendo
os tipos ductal e “in situ” citado por Hussein e Hassan (2005), carcinoma sélido
por Carvalho (2009), carcinossarcoma por Silveira (2009). A imunorreatividade
linfocitaria ocorreu nos tumores malignos e benignos, com variagdo na
intensidade de marcacdo, porém sem associacdo entre intensidade de
marcacao e malignidade e benignidade (p>0,05).

Figura 8. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto |, imunorreativo para
marcacao de CD3. Aumento de 10x. Uberlandia-MG.
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Figura 9. Fotomicrografia de carcinoma complexo, notar marcacdo do
citoplasma dos linfocitos T no infiltrado inflamat6rio. Aumento 10 (A) e
40X (B). Uberlandia-MG.

Silveira (2009) também relatou intensa marcacdo para CD3 no

carcinoma tubulo papilar, porém, ndo observou diferenca estatistica entre a
imunorreatividade dos diferentes tipos histoldgicos. Ribeiro (2012) também nédo
observou diferenga estatistica entre a imunorreatividade dos diferentes tipos
histologicos, assim como no presente estudo. J& Estrela-Lima et al. (2010)
observou maior infiltrado inflamatério linfocitario em carcinomas de tumores
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mistos de cadelas sem metastases, quando comparado com cadelas com
carcinomas em tumores mistos com metastases.

Carvalho (2009) mostrou que a contagem de linfocitos T foi maior nos
tumores benignos. Por outro lado Silveira (2009) relatou maior contagem em
malignos, assim como no presente estudo, com excecdo do tumor misto
benigno que apresentou intensa marcacao (++++).

Ribeiro (2012) encontrou moderado infiltrado de linfécitos T em
carcinomas em tumor misto benigno, mostrando também incidéncia entre os
tumores benignos como presente estudo. Hussein et al. (2009), verificaram que
a presenca de infiltrado de células imunes nas lesdes benignas sugere que
estas apresentam imunogenicidade suficiente para recrutar as células do
sistema imunitario. Pérez et al. (1999) sugere que a expressao desta molécula
em tumores benignos pode ser um intento de melhorar a resposta imune, e
Natali et al. (1993) relatam que tumores de glandula mamaria na mulher e a
presenca dessa molécula esta relacionada a um prognadstico favoravel.

Estrela-Lima et al. (2010) observaram acéo protetora de linfocitos T em
carcinomas em tumor misto de cadelas sem metastases e em tumores
menores de trés centimetros. E ainda observou que cadelas com discreto e
moderado infiltrado linfocitario apresentaram maior taxa de sobrevivéncia.

Entre os tumores malignos o carcinoma sélido foi o que apresentou
infiltrado linfocitario com maior intensidade segundo Carvalho (2009). Silveira
(2009) relatou que os tipos histolégicos mais agressivos e com pior prognéstico
foram os que apresentaram valores de linfécitos T superiores, e ainda verificou
aumento dos linfécitos T em tumores com maior didmetro. No presente estudo
tumores malignos apresentaram intensa infiltracdo inflamatéria, porém,
semelhantes em os todos os tipos de marcadores, ndo houve predominancia
de apenas um marcador, diferindo dos estudos acima.

Estrela-Lima et al. (2010) mostraram associacdo de metastases em
cadelas com tumores mamarios com intenso infiltrado linfécitario e menor taxa
de sobrevida. Ribeiro (2012) relatou que o infiltrado aumenta com a
malignidade tumoral.

Carvalho (2009) verificou que os linfocitos T tendem a contactar
intimamente com as células cancerigenas e, por vezes, acumulam-se ao redor

de paredes das veias que drenam o tumor.
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Para linfécitos T houve grande discrepancia de marcacao entre 0s
tumores malignos, e segundo Marsigliante et al. (1999) a presenca de um
tumor maligno ndo implica sempre um fluxo de grande quantidade de linfocitos,
uma vez que, em alguns tumores o numero de linfécitos T sdo escassos. Morri
et al. (2008) relatam que as respostas inflamatorias mediadas pelos linfocitos T,
estdo associada com pobre diferenciagcdo do tumor e progressdo maligna da
doenca.

A presenca de infiltrados de linfécitos T em tumores mamarios pode ter
papel duplo, participando na resposta imunitaria especifica para o tumor,
controlando ou induzindo a progressao tumoral (ESTRELA-LIMA et al., 2010).
Assim como a presenca de infiltrado de linfocitos T e B na neoplasia sugere a
participacdo de imunidade mediada por células e imunidade humoral na
carcinogénese mamaria (HUSSEIN E HASSAN, 2005).

Infiltrados de linfocitos B (IgG)

Nos tumores malignos 20,83% apresentaram marcacdo em mais de 50%
do campo (++++), 40,28% apresentaram 25 a 50% de marcacdo do campo
(+++), 26,39% apresentaram 10 a 25% de marcacdo (++) e 5,56%
apresentaram 10% de marcacédo (+) (Tabela 7 e Figura 11). E n&o ocorreu
imunorreatividade em 6,94% dos tumores. Os tumores com a média maior de
marcacdo pelo anticorpo IgG foram: carcinoma em tumor misto | (++++),
carcinoma simples papilar | (++++) e carcinoma tubulo papilar |(++++).

Nos tumores benignos, 25% apresentaram marcacdo em mais de 50%
do campo (++++), 12,10% apresentaram 25 a 50% de marcacdo do campo
(+++), 37,5% apresentaram 10 a 25% de marcacédo (++) e 25% foram negativos
(Tabela 6 e Figura 11). Entre os tumores benignos ocorreu moderada
marcagao (+++) no tumor misto benigno e adenoma complexo. Ao verificar
diferenca de marcagcdo entre 0s tumores malignos e benignos com
imunorreatividade para IgG nao apresentou diferenca significante (p>0,05).

A marcacdo foi observada no citoplasma dos linfocitos, de forma
homogénea e a marcacdo foi encontrada tanto na porcao central quanto na
periferia do tumor (Figura 10). Silveira (2009) utilizando marcador CD79a para

linfécito B, observou marcagédo localizada ao redor das células tumorais, sendo
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que a Iimunomarcacdo foi homogénea. e 0s tumores com maior
imunorreatividade o carcinoma sélido e carcinoma tubulopapilares.

Figura 10. Fotomicrografia de imunomarcacéo para IgG em carcinoma
complexo. Aumento de 10x. Uberlandia-MG.

Figura 11. Percentual e intensidade de marcacédo de IgG em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia — MG.
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Tabela 6. Percentual e intensidade de marcagéao de IgG em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia — MG.

IgG Tumores Benignos Tumores Malignos
Frq (%) Frq (%)

- 02 (25%)* 05 (6,94%) ®

+ 00? 04 (5,56%)?

++ 03(37,5%)® 19 (26,39%)°

+++ 01 (12,50%)® 29 (40,28%)°

++++ 02 (25%)*° 15 (20,83%)*°

Total 08 (100%) ® 72 (100%)®

*Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre tumores malignos e
benignos (p>0,05) pelo teste de teste de U de Mann-Whitney.

A imunorreatividade para linfocitos B ocorreu principalmente entre os
tumores malignos. Dell Castilho (2002) observou que cerca de 65,1% das
neoplasias mamarias caninas malignas analisadas apresentavam linfécitos B
em seu infiltrado. Estrela- Lima et al. (2010) observaram infiltrado de linfécitos
B em carcinomas de tumor misto de cadelas com metastases. Entretanto
Silveira (2009) relata maior resposta de linfocitos B no carcinoma sélido.

Silveira (2009) e Dell Castilho (2002) relatam que a presenca de
linfécitos B nas neoplasias benignas e malignas nos leva a pensar na
existéncia de uma resposta humoral e ndo somente celular frente aos tumores.
Porém Abbas et al. (2004) relatam a escassez de estudos sobre a relevancia
destas células na resposta imune local das neoplasias mamarias, além de
existir pouca evidéncia da efetividade da imunidade humoral em relagdo aos
tumores. Dell Castilho (2002) associa a existéncia dessas células a um
progndéstico negativo ja que a resposta Th2 inibe a resposta Thl responsavel
pelo controle da proliferacdo tumoral.

Denardo et al. (2007) sugerem que a ativacdo aguda de linfocitos B
podem ter um papel na eliminagcdo precoce de células neoplasicas. Hussein e
Hassan (2005) sugerem que a presenca de linfécitos B serve como uma via de
sinalizacdo e indica resposta dos anticorpos na carcinogénese mamaria.

Na literatura existem poucas evidéncias da existéncia de imunidade
humoral efetiva contra tumores, mas a infiltracdo plasmocitica € relatada entre
os carcinomas mamarios indiferenciados de cadelas (MISDORP et al., 1999).

Os linfocitos B apresentam como principal funcdo a producgédo de
anticorpos. Eles reconhecem antigenos extracelulares e se diferenciam em

células secretoras de anticorpos (plasmécitos), funcionando assim, como
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mediadores da imunidade humoral, via secrecdo de imunoglobulinas antigeno-
especificas (ABBAS et al. 2004). Sabe-se que a ativacdo aguda de células B
possui importancia na destruicdo de células neoplasicas jovens ou na
regressdo espontanea de tumores, mediada por imunoglobulinas. Porém,
estudos indicam que a ativacao cronica deste tipo celular pode potencializar o

desenvolvimento do carcinoma mamario (DENARDO et al., 2007).

Infiltrados de macréfagos (MAC 385 e CD68)

A marcacao molecular para anticorpo CD68 foi observado nos tumores
malignos, com 6,94% dos tumores com marcacao até 10% do campo (+),
30,56% com marcacéao entre 10 a 25% do campo (++), 34,72% com marcacéo
de 25 a 50% do campo (+++) e 16,67% marcacao com mais de 50% do campo
(++++). Auséncia de marcacéo foi observada em 11,11% dos tumores (Tabela
7 e Figura 12).

Ja entre os tumores benignos, 25% n&o tiveram marcagcdo e 25%
tiveram marcacdo de 10 a 25% (++), 25 a 50% (+++) e mais de 50% da
marcacao do campo (++++).

A marcacdo molecular de MAC 385 nos tumores malignos apresentou
6,94% dos tumores sem imunorreatividade, 4,17% tiveram 10% de marcacgéo
do campo (+), 31,95% marcacdo de 10 a 25% do campo (++), 38,89%
marcacado de 25 a 50% do campo (+++) e 18,05% da marcacdo de mais de
50% do campo (++++). E entre os tumores benignos 25% nao tiveram
marcacgao e 25% tiveram marcacao de 10 a 25% (++), 25 a 50% (+++) e mais
de 50% da marcacao do campo (++++) (Tabela 8 e Figural3).

Os tumores carcinoma simples tubulo papilar, carcinoma tabulo papilar |
tiveram forte marcacdo (++++) para CD68 e MAC 385 e 0s tumores mistos
benignos tiveram forte marcacéo (++++) para o CD68 e MAC 385.

Imunorreatividade para ambos marcadores ocorreu tanto nos tumores
malignos quanto nos benignos, com variacdo na intensidade de marcacéo,
porém sem associacdo entre intensidade de marcacdo e malignidade e
benignidade (p>0,05) (Figura 14 e 15).
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A intensidade de imunomarcacdo dos macréfagos foi homogénea para

cada tipo de marcador, sendo a distribuicdo das células marcadas semelhante

no estroma e tumor.

Silveira (2009) utilizando o marcador MAC 385 relatou macréfagos

imunorreativos ao redor do infiltrado inflamatério, com fraca marcagdo no

citoplasma das células.

A maior intensidade de marcacdo foi no tumor

carcinoma tubulo papilar, sendo que o presente estudo foi semelhante com

esse dado.

Figura 12. Percentual e intensidade de marcagao de CD68 em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia — MG.
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Tabela 7. Percentual e intensidade de marcacdo de CD68 em tumores
benignos e malignos espontaneas de caes, Uberlandia — MG.

CD68 Tumores Benignos Tumores Malignos
Frq (%) Frq (%)

- 02 (25%)* 08 (11,11%)*®

+ 00* 05 (6,94%)®

++ 02 (25%)® 22 (30,56%)°

+++ 02 (25%)® 25 (34,72%)°

++++ 02 (25%)® 12 (16,67%)°

Total 08 (100%)® 72 (100%)*®

*Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre tumores malignos e
benignos (p>0,05) pelo teste de teste de U de Mann-Whitney.
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intensidade de marcagcdo de MAC 385 em

tumores benignos e malignos espontaneas de cées, Uberlandia —

MG.
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Tabela 8. Percentual

e

intensidade de marcacdo de MAC 385 em

tumores benignos e malignos espontaneas de céaes, Uberlandia —

MG.
MAC 385 Tumores Benignos Tumores Malignos
Frq (%) Frq (%)

- 02 (25%)~ 05 (6,94%)°

+ 00? 03 (4,17%)*®

++ 02(25%) ® 23 (31,95%)°

+++ 02 (25%)® 28 (38,89%)°

++++ 02 (25%)® 13 (18,05%)*

Total 08 (100%) 72 (100%)

*Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga significativa entre tumores malignos e
benignos (p>0,05) pelo teste de teste de U de Mann-Whitney.
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Figura 14. Fotomicrografia de imunomarcagdo de CD68 em carcinoma em
tumor misto. Aumento de 40x. Uberlandia-MG.

Figura 15. Fotomicrografia de imunomarcacédo de MAC 385 em carcinoma em
tumor misto, Uberlandia-MG. Aumento de 10x.

Em relacdo aos macréfagos, segundo Ribeiro (2012) o infiltrado de

macréfagos nos tumores mamarios foi 0 segundo infiltrado mais comum, no
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presente estudo o macréfago foi o terceiro infiltrado mais comum, os infiltrados
de linfocitos T e B foram os infiltrados predominantes.

Os macréfagos sao células frequentemente encontradas infiltrando
tumores, porém tem um papel controverso, podendo ter acdo positiva ou
negativa (SILVEIRA, 2009). Os macréfagos sdo capazes de reconhecer e lisar
células tumorais, incluindo aquelas que séo resistentes a drogas citostaticas,
apresentando os antigenos tumorais as células citotoxicas (OLIVEIRA, 2008).

Silveira (2009) relata pouca intensidade de infiltrado de macréfagos em
seu estudo. No presente estudo foram utilizados dois marcadores para
avaliacdo dos macréfagos (CD68 e MAC 385) e com isso pode-se observar
maior marcagdo entre os tumores. Entretanto, na literatura ha poucos estudos
sobre a frequéncia e caracteristica de macrofagos infiltrados em tumores de
mama, novos estudos utilizando outros marcadores de macréfagos sao
necessarios para confirmar o papel dos macréfagos em tumores mamarios de

cadela.

Células que expressam MHC Il (TAL IB5)

Entre os tumores malignos, 8,33% né&o tiveram imunomarcacao, 2,78%
marcacado de 10% do campo (+), 29,17% marcacao de 10 a 25% do campo
(++), 40,28% marcacao de 25 a 50% do campo e 19,44% marcacao de mais de
50% do campo. Entre os tumores benignos 25% foram negativos, 37,5%
tiveram marcacao de 10 a 25% (++), 12,5% marcacéo de 25 a 50% do campo
(+++) e 19.44% marcacao de mais de 50% do campo (++++) (Tabela 9 e Figura
16).

Os tumores carcinoma simples tubulo papilar, carcinoma tabulo papilar |
e fibrossarcoma foram os tumores com maior marcacdo de MHC Il (++++). E
para os tumores benignos marcacdo (+++) para adenoma complexo e tumor
misto benigno, sendo que o adenoma simples n&o apresentou marcacgao.

A marcacao de TAL IB5 ocorreu tanto nos tumores malignos quanto nos
benignos, com excecdo do adenoma simples, variagdo na intensidade de
marcagcdo, porém sem associacdo entre intensidade de marcacdo e

malignidade e benignidade (p>0,05).
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Em geral as areas de marcacdo para TAL IB5 foram disseminadas por

todo tumor, ocorrendo principalmente ao redor de vasos e ductos (Figura 17),

semelhante ao encontrado por Queiroga (2005). Silveira (2009) observou

marcacao molecular de MHC Il em grande numero de células espalhadas por

todo tecido tumoral e ainda observou imunomarcacdo granular no citoplasma

de células epiteliais normais e neoplasicas.

imunomarcacao entre 0s carcinossarcomas.

Este autor relatou maior

Figura 16. Percentual e intensidade de marcacdo de TAL IB5 em
tumores benignos e malignos espontaneas de cées, Uberlandia
- MG.
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Tabela 9. Percentual e intensidade de marcacdo de TAL IB5 em
tumores benignos e malignos espontaneas de cées, Uberlandia —
MG.
TAL IB5 Tumores Benignos Tumores Malignos
Frq (%) Frq (%)
- 02 (25%)* 06 (8,33%)°
+ 00° 02 (2,78%)®
++ 03(37,5%)® 21 (29,17%)°
+++ 01 (12,50%)® 29 (40,28%)°
++++ 02 (25%)® 14 (19,44%)°
Total 08 (100%) 72 (100%)

*Letras iguais na mesma linha indicam que n&o houve diferenca significativa entre tumores malignos e
benignos (p>0,05) pelo teste de teste de U de Mann-Whitney.
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Figura 17. Fotomicrografia de imunomarcacdo de TAL IB5 em adenoma
complexo, Uberlandia-MG. Aumento de 10x.

Hadden (1999) observou que tumores benignos expressaram mais a
molécula MHC, quando comparado aos tumores mamarios malignos. Ja
Silveira (2009) observou maior expressdo de MHC no carcinossarcoma, mas
também observou que tumores mais agressivos perderam a capacidade de
expressar MHC.

No presente estudo tumores benignos tiveram expressdo moderada de
MHC Il e tumores malignos observou-se marcacéo fraca & moderada de MHC
II, condizentes com os estudos relatados. E Natali et al. (1993) também
relaciona a expressdao de MHC Il em tumores mamarios de mulheres como
bom prognéstico. Portanto, tumores que expressam MHC Il representam
melhor progndéstico e tumores que ndo ou pouco expressam MHC Il estdo
relacionado a um pior prognastico.

Para ocorrer o mecanismo que inibe os tumores malignos é necessario a
presenca de antigenos associados ao tumor e moléculas de MHC que sédo
estimuladoras de células T, para a eliminacdo total do tumor. Mas podem
ocorrer mecanismos de escape no sistema imunitario, e havendo a perda
desses antigenos e moléculas de MHC e auséncia da rejeicdo imune-mediada
ao tumor ha resposta inadequada de células T do hospedeiro, que pode ser
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devido a anergia dessas células, ocorrendo inibicdo da resposta imunitaria e
efeitos citotoxicos contra as células tumorais, explicando assim uma diminuicao

da resposta contra o tumores mais agressivos (CARVALHO, 2009).

Tabela 10. Média de intensidade de marcacdo molecular para cada tipo

histolégico de tumores benignos e malignos espontaneos de cées,
Uberlandia — MG.

MAC

Tipo Histolégico CD3 CD68 IgG TAL IB5 | 385
carcinoma tumor misto | +++ ++ ++++ +++ ++
carcinoma tumor misto Il +++ ++ +++ ++ ++
carcinoma simples
tubulopapilar ++++ ++++ +++ ++++ ++++
carcinoma simples
papilarl +++ +++ ++++ +++ +++
carcinoma simples
papilar Il +++ ++ ++ ++ ++
carcinoma simples
tubular Il +++ +++ ++ +++ ++
carcinoma simples
tubular Il ++ ++ ++ ++ +++
carcinoma tubular Il ++ ++ +++ +++ ++

Negativ | Negativ Negativ
carcinoma papilar | 0 0 ++ 0 ++
carcinoma papilar Il +++ ++ ++ ++ ++
carcinomain situ | ++ +++ ++ +++ +++
carcinoma complexo | +++ ++ +++ +++ ++
carcinoma sélido Il ++ ++ ++ ++ ++
carcinoma tubulo papilar ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
tumor misto benigno ++++ ++++ ++ +++ +++
adenoma complexo ++ + + +++ +++

Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ
adenoma simples 0 0 0 0 0
Fibrossarcoma ++++ +++ ++ ++++ +++

Quando se comparou a marcagado pelos cinco marcadores para cada

tipo histoldégico ndo houve diferenca estatistica na marcacéo (p>0,05) (Tabela

10).

E relatado em diversos estudos a variedade de marcacdo entre as

diferentes amostras tumorais, segundo Marsigliante et al (1999) esse fato pode
indicar que em tumores malignos ndo implica sempre um numero elevado de
células inflamatérias. Rutteman et al (1990) diz que o infiltrado de células
inflamatorias nos tumores pode ser relacionado com a imunidade do

hospedeiro frente a neoplasia. E relata que o tempo de sobrevivéncia de cées
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com reacao inflamatdria nos tumores mamarios € maior quando comparado a
animais com reduzido processo inflamatério associado as neoplasias.

Entretanto, evidéncia histolégica de malignidade, ndo implica
invariavelmente em curso clinico maligno. Por essa razdo, fatores de
prognéstico sdo de Otima importancia para estimar o risco individual de
resultados clinicos desfavoraveis (MISDORP et al., 1999; RUTTEMAN et al.,
2001).

Ainda que a resposta imune possa barrar o crescimento das neoplasias
mamarias, ndo proporciona sua completa destruicdo, por diferentes motivos:
debilidade desta, existéncia de linfocitos T supressores, anticorpos ou
imunocomplexos que bloqueiam as células efetoras ou incapacidade para
reconhecer antigenos tumorais (BHAN e DESMARAIS, 1983).

Segundo Del Castilho (2002), em geral as cadelas que somente
apresentam neoplasias malignas e nenhuma benigna, se caracterizam por
apresentar um infiltrado inflamatério muito mais intenso, porém, os animais
com mais de trés tumores benignos (independente da existéncia ou nao de
neoplasias malignas) apresentam valores mais baixos de inflamacao. Talvez
esse fato se deva a uma falta de reacdo do sistema imune do hospedeiro ao
tumor mamario, deixando de reconhecé-lo como algo estranho ao organismo e
diminuindo a resposta imune local (SILVEIRA, 2009).

Vérios estudos documentam que os tumores sdo infiltrados por uma
populacdo heterogénea de células imunes. No entanto, até a data, ndo foi
alcancada ainda uma conclusdo definitiva relativa a eficacia do mecanismo
imune dependente do infiltrado, ou relativa a correlacdo entre a extensao e tipo
de infiltracdo e a progressdao do tumor nos muitos subtipos de tumores
mamarios (CARVALHO, 2009).

Aspectos de sobrevida

Dos 80 animais, 44 foram selecionados para analise da sobrevida.
Destas 44 cadelas, 24 (54,54%) mantiveram-se vivas e 20 (45,45%) cadelas
vieram & oObito até o final do experimento (tabela 11). Com relacdo a sobrevida,
16 cadelas (36%) tiveram sobrevida de seis meses, 12 (27%) 12 meses, seis
(13,63%) 18 meses e dez (22%) 24 meses.
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Entre as 16 cadelas que tiveram sobrevida de seis meses, 0s tumores
com maior frequéncia foram: carcinomas de tumor misto grau | (37,5%; n=6) e
carcinoma de tumor misto grau Il (12,5%; n=2), e com menor frequéncia os
tumores carcinoma simples tubular grau I, carcinoma simples papilar grau I,
carcinoma tubular II, carcinoma complexo, carcinoma solido, carcinoma tubulo
papilar I, fibrossarcoma e adenoma simples (6,25% n=1).

As 12 cadelas com sobrevida de 12 meses apresentaram como tipo
histolégico mais frequente os carcinomas em tumor misto | (33%, n=4),
carcinoma simples tubular 1l (25%, n=3) e os tumores carcinomas em tumor
misto Il, carcinoma simples papilar Il, carcinoma tubular, carcinoma complexo e
carcinoma sélido com 8,33% (n=1).

As seis cadelas com sobrevida de 18 meses apresentaram com maior
frequéncia os tumores: carcinoma em tumor misto | (49%; n=3), carcinoma em
tumor misto Il, carcinoma simples tubulopapilar e carcinoma sdlido tiveram
frequéncia de 17% (n=1) entre cada um.

As dez cadelas com sobrevida de 24 meses apresentaram como tipo
histol6gico mais frequente os tumores carcinoma simples tubular Il (30%, n=3),
carcinoma em tumor misto | (20%, n=2), carcinoma em tumor misto Il (10%,
n=1), carcinoma simples papilar | (10%, n=1), carcinoma simples papilar II
(10%, n=1), carcinoma tubular 11 (10%, n=1), carcinoma complexo (10%, n=1) e
adenoma complexo (10%, n=1).

Quanto ao tempo de evolucao (vida) em caes que vieram a 6bito (n=20),
27,27% (n=12) obtiveram seis meses de sobrevida apds o tratamento cirirgico;
13,63% (n=6) tiveram 12 meses e 4,54% (n=2) tiveram 18 meses de sobrevida.

Entre as 12 cadelas que tiveram a menor sobrevida (6 meses), 0s
tumores que prevaleceram foram com 58% (n= 6) os carcinomas, sendo o
carcinoma em tumor misto | com maior frequéncia (n=4), e constatou-se o
pulm&o como local mais comum de metastase (n= 10). O tumor fibrossarcoma
foi 0 segundo tipo mais comum entre as cadelas com menor sobrevida.

Estrela-lima et al. (2010) demonstraram que em carcinomas maiores de
cinco centimetros havia correlacdo com presenca de metastases para linfonodo

e pulmao.
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Seis cadelas tiveram sobrevida 12 meses, e 0 carcinoma simples tubular
Il (50%) foi o tumor mais encontrado, sendo o pulméo (75%) também o local
mais comum de metastase.

Considerando cadelas que vieram a 6bito e as que estavam vivas até o
término do experimento, observou-se que cadelas com 0s tumores carcinoma
simples tubulo papilar e o carcinoma simples tubular tiveram maior sobrevida. E
as cadelas com os tumores benignos adenoma complexo também tiveram
maior sobrevida. E as cadelas com menor sobrevida apresentaram carcinoma
sélido, adenocarcinoma, carcinoma tubular papilar e o fiborossarcoma.

Considerando todas as cadelas do experimento, a média de sobrevida
foi de 12 meses, sendo que a sobrevida minima foi de seis meses e a maxima
de 24 meses. Queiroga e Lopes (2002) encontraram 17 meses de média de
vida de cadelas com tumores mamarios malignos e benignos, valor semelhante
aos dados do presente estudo. Porém, estatisticamente ndo foi observada
correlacao entre tipo histolégico com a sobrevida das cadelas (p>0,05), como
também referido por Queiroga e Lopez (2002).

No presente estudo, as cadelas com carcinoma simples apresentaram
maior sobrevida (Tabela 11), sendo o tipo tubular o mais comum. J& Queiroga
e Lopes (2002) relataram que as cadelas portadoras de tumor misto tiveram
maior sobrevida.

Segundo Cassali et al. (2011) o carcinoma simples é frequente em
cadelas e possui capacidade infiltrativa de tecidos adjacentes e vascular e
Moulton (1990) diz que a média de sobrevida de cadelas portadoras de
carcinoma simples é de 10 a 12 meses. Entre os carcinomas simples, o tipo
tubular parece ser o menos agressivo (BURINI, 2007). Apesar das
caracteristicas de agressividade foi o tumor mais frequente entre as cadelas
com maior sobrevida, e segundo Misdorp (2002), devido a heterogeneidade
dos carcinomas, nem sempre a evidéncia histologica de malignidade, implica
em um curso clinico maligno.

Queiroga e Lopes (2002) observaram que os tumores carcinoma ductal
e papilar foram os tumores com maior frequéncia entre as cadelas que
morreram.

Cadelas com o fibrossarcoma apresentaram menor sobrevida. Os

fibrossarcomas mamarios sdo 0s tumores mais comuns entre oS sarcomas.



47

Tem capacidade metastatica por via hematologica, porém no curso final da
doenca (MOULTON, 1990).

No estudo de Karayannopoulou (2005) que também foi realizado no
periodo de dois anos, observou-se que 45,9% das cadelas vieram a 0bito,
sendo semelhante ao presente estudo, porém, o tipo histolégico mais frequente
entre essas cadelas com menor sobrevida foi o carcinoma simples, sendo que
nosso estudo difere, pois o carcinoma simples foi o tumor de cadelas com
maior sobrevida. No estudo de Ribeiro (2012) a média de sobrevida foi de 10
meses, semelhante aos dados do presente estudo, e relata que as cadelas

com maior sobrevida foram as acometidas por carcinoma em tumor misto.

Tabela 11. Tipo histolégico e média de sobrevida de cadelas com tumores
mamarios espontaneos, Uberlandia - MG.

Tipo histoldgico N |% Sobrevida total | 6bito | Vivas
(média)
Carcinomaem T.M | 14 | 31,5| 12 meses 06 08
Carcinomaem T.M Il 05 |11 13 meses 02 03
Carcinoma simples tdbulo |01 | 2,2 | 18 meses 01 0
papilar
Carcinoma simples tubular 11 | 10 |22 | 17,4 meses 04 06
Carcinoma tubular Il 03 | 6,8 |14 meses 01 02
Carcinoma complexo | 03 | 6,8 | 14 meses 01 02
Carcinoma solido Il 02 |45 |9 meses 02 0
Carcinoma tabulo papilar | 01 | 2,2 | 6 meses 01 0
Carcinoma simples papilar Il | 01 | 2,2 | 6 meses 01 0
Tumor misto benigno 01 [ 2,2 |18 meses 0 01
Adenoma complexo 01 | 2,2 | 18 meses 0 01
Adenoma simples 01 | 2,2 |18 meses 01 0
Fibrossarcoma mamario 01 | 2,2 | 6 meses 01 0

*T.M: tumor misto./ N&o houve diferenca significativa entre os tipo histoldgicos (p>0,05) pelo teste
Kruskal-Wallis

Entre as 16 cadelas que tiveram sobrevida de seis meses, sete (43,75%)
apresentavam ulceracdo cutanea e 56,25% (n=9) ndo possuiam ulceracdo. E
em relacdo ao tamanho dos tumores 6,25% (n=1) eram menores de trés
centimetros; 18,75% eram tumores entre trés e cinco centimetros e 75% eram
tumores mamarios maiores de cinco centimetros.

Verifica-se que as cadelas que sobreviveram por apenas seis meses
apresentavam tumores malignos e a maioria (75%) apresentava tumores

maiores de cinco centimetros.
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As 12 cadelas com sobrevida de 12 meses, a ulceracdo foi observada
em apenas um caso (8,33%) e 11 cadelas (91,66%) ndo apresentavam
ulceracao cutanea. Na avaliacdo dos tamanhos dos tumores, trés (25%) eram
menores de trés centimetros; também trés (25%) eram tumores entre trés e
cinco centimetros e seis (50%) eram tumores mamarios maiores de cinco
centimetros.

De maneira semelhante as cadelas com sobrevida de seis meses, todas
a cadelas que sobreviveram por 12 meses apresentavam tumores malignos e a
maioria (50%) apresentava tumores maiores de cinco centimetros.

As seis cadelas com sobrevida de 18 meses, tumores nao ulcerados
foram observados em 66,66% das cadelas e 33,33 eram ulcerados. Ja com
relacdo ao tamanho tumoral, um (16,66%) era menor de trés centimetros; trés
(50%) eram tumores entre trés e cinco centimetros e dois (33,33%) eram
tumores mamarios maiores de cinco centimetros.

De maneira semelhante as cadelas com sobrevida de seis meses e 12
meses, todas as cadelas que sobreviveram por 18 meses apresentavam
tumores malignos. Entretanto, diferentemente das cadelas com sobrevida de
seis meses e 12 meses, a maioria (50%) apresentava tumores entre trés e
cinco centimetros.

As dez cadelas com sobrevida de 24 meses a ulceracdo cutanea foi
observada em apenas uma cadela (10%). E a maioria dos tumores (50%, n=5)
era de tamanho menor de trés centimetros, 20% (n=2) eram tumores entre trés
e cinco centimetros e 30% (n=3) eram tumores mamarios maiores de cinco
centimetros.

De maneira semelhante as cadelas com sobrevida de seis meses, 12
meses e 18 meses, todas as cadelas que sobreviveram por 24 meses
apresentavam tumores malignos, com excecdo de uma que apresentou
adenoma complexo. Entretanto, diferentemente das cadelas com sobrevida de
seis meses, 12 meses e 18 meses, a maioria (50%) apresentava tumores
menores que trés centimetros.

Na correlagdo da sobrevida com o tamanho do tumor, observou-se
diferenca estatistica, sendo que cadelas com tumores maiores que cinco

centimetros tiveram menor sobrevida quando comparadas com cadelas que
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possuiam tumores menores (p<0,05) (Tabela 12 e Figura 18). Ao considerar

apenas os tumores malignos também houve significancia (p<0,05).

Tabela 12. Tempo de sobrevida de cadelas com neoplasia mamaria
espontanea e sua correlacdo com as variaveis tamanho tumoral,
presenca de ulceracdo cutanea e uso de hormonios como

contraceptivo.
Sobrevida | Tamanho | Ulceragéo Hormaonio injetavel
(média)
Sim Nao Sim Nao
6 meses 10,2cm 7 9 6 7
12 meses |6cm 1 11 3 9
18 meses | 5cm 2 4 1 5
24 meses |4cm 1 9 2 8

Figura 18. Tempo de sobrevida de cadelas com neoplasia mamaria
espontanea e sua correlacdo com a variavel tamanho tumoral.
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Segundo Burini (2007) o tamanho dos tumores esta correlacionado com
a sobrevida das cadelas e com a incidéncia de recidivas. Pacientes com
tumores maiores de cinco centimetros apresentam prognostico desfavoraveis.

Queiroga e Lopez (2002), Queiroga (2005) e Oliveira (2009) avaliando
tamanho dos tumores e sobrevida das cadelas verificaram significancia

estatistica entre estas duas variaveis, ou seja, cadelas com tumores maiores
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apresentavam menor sobrevida. Ja Estrela-Lima et al. (2012) ndo encontraram
associacdo entre o tamanho e a sobrevida.

Ao avaliar a presenca de ulceracdo cutdnea em tumores mamarios
juntamente com o0 uso de hormdnio como contraceptivo, ndo houve
estatisticamente associacdo entre estas variaveis e sobrevida das cadelas
(p>0,05). Do mesmo modo, ao avaliar cada variavel isoladamente também né&o
observou-se correlacdo entre presenca de ulceragcdo cutdnea o0 uso de
horménio como contraceptivo e sobrevida das cadelas (p>0,05).

Porém, verificou-se que entre as cadelas que sobreviveram por mais de
24 meses, somente uma apresentava ulceracdo cutanea. Por outro lado, entre
as 16 cadelas que sobreviveram somente seis meses, sete apresentavam
ulceracao (Figura 19). Hellmen et al. (1993) observaram que ulceracdes tém
efeito negativo significante no tempo de sobrevida das cadelas com diagndstico

de tumores malignos.

Figural9. Tempo de sobrevida de cadelas com neoplasia maméaria espontanea
e sua correlacdo com a variavel ulceracdo cutanea.

mcomulceracdo  Msem ulceracdo

91,66% 90%

6 meses 12 meses 18 meses 18 meses

Queiroga e Lopez (2002), Queiroga (2005) e Oliveira (2009) observaram
correlacao significativa entre a presenca de ulceragdo cutanea dos tumores e a
sobrevida, sendo que a ulceracdo esta relacionado a menor sobrevida. Burini
(2007) verificou ainda correlacdo entre presenca de ulceracdo com
comprometimento linfonodal, ou seja, as cadelas com ulceragdo apresentavam

metastase para os linfonodos regionais. Hellmen et al. (1993) relacionaram a
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presenca de ulceracdo cutdnea com os niveis de PRL, GH e IGF-l, e
verificaram que estes horménios estdo associados a malignidade tumoral, e
portanto a um prognadstico desfavoravel.

Apesar de ndo ter se verificado correlagdo estatistica entre o uso de
contraceptivo e a sobrevida, pode-se observar que a maioria dos animais que
sobreviveram mais de 24 meses ndo utilizou horménios como método
contraceptivo.

Nos tumores mamarios, os fatores de progndstico tradicionais (tamanho
do tumor, ulceracao, entre outros) apresentam limitagbes (CARVALHO, 2009).
Mas esses achados destacam a importancia de monitorar essas caracteristicas
clinico-patoldgicas, a fim de compreender o cancer mamario (ESTRELA-LIMA
et al., 2012) e novos fatores devem ser estudados, a procura de parametros
eficientes para estabelecer valores prognosticos de cadelas com tumores
mamarios.

Burini (2007) relatou o predominio de ulceragdo nos carcinomas
complexos (42%) e que este tipo de tumor pode evoluir para grandes
dimensdes e vém a ulcerar, mas apresenta baixo potencial de malignidade. No
presente estudo, apesar da média de tamanho do carcinoma complexo ser
maior que cinco centimetros e estar classificado na categoria T3, como citado
por Burini (2007), nenhum caso apresentou ulceracdo cutanea.

Oliveira Filho (2010) encontrou a maioria dos casos de tumores malignos
entre as cadelas que utilizavam horménios como método contraceptivo. Ja
Oliveira et al. (2003) observaram que a maioria das cadelas que utilizavam
horménios como método contraceptivo desenvolviam tumores benignos. No
presente estudo, com excecdo do adenoma simples, a maioria das cadelas
com tumores benignos ndo apresentaram historico de uso de horménios como

método contraceptivo.
Tipo histologico X idade

O carcinoma simples papilar Il foi o tipo de tumor que apresentou
animais com maior média de idade (16 anos), seguido de carcinoma solido Il
(14 anos) e carcinoma simples papilar I, Carcinoma papilar Il e Carcinoma
tubulo papilar | (13 anos). Ja o tipo de tumor que apresentou a menor média de
idade foi Carcinoma simples tubular 1l (8 anos) (Tabela 13).
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Tabela 13. Correlacdo com os varios tipos histologicos e a média de idade de
cadelas com tumores mamarios

Tipo Histologico Idade (média)
Carcinoma em tumor misto | 10 anos
Carcinoma em tumor misto Il 9,7 anos
Carcinoma simples 11 anos
Carcinoma simples papilarl 13 anos
Carcinoma simples papilar Il 16 anos
Carcinoma simples tubular Il 8 anos
Carcinoma simples tubular 1l 10 anos
Carcinoma tubular Il 12 anos
Carcinoma papilar | 10 anos
Carcinoma papilar Il 13 anos
Carcinoma in situ | 9,6 anos
Carcinoma complexo | 9,8 anos
Carcinoma solido Il 14 anos
Carcinoma tubulo papilar | 13 anos
Fibrossarcoma 12 anos

N&o observou-se diferenca significativa entre os tipos histologicos dos
tumores com relacdo a idade ( p>0,05).

Burini (2007) também nado observou significancia estatistica quando
comparou a idade como o tipo histolégico como no presente estudo.

Nas mulheres a menor idade €, com frequéncia, associada ao mau
progndéstico, embora esta conclusdo ndo seja uniformemente aceita (Jmor et
al., 2002).

Clangnan et al. (2008) em um estudo em mulheres com tumores de
mama correlacionaram a idade e a sobrevida. Nao observou significancia entre
a idade das mulheres com os tipos histolégicos, mas observou significancia em
relacdo a idade e a sobrevida, sendo que a ocorréncia de tumores em
mulheres mais jovens era considerado um fator de risco.

Zuccari et al. (2005) observaram associacdo quando compararam a
idade com expressdo de P53, sendo que a expresséo intensa (acima de 50%
das células marcadas) estava presente em cadelas jovens (abaixo de 10 anos
de idade) (57,5%), mostrando maior incidéncia entre cadelas mais jovens,
podendo ser um fator de risco.

A idade é considerada um fator de risco para desenvolvimento de
tumores de mama de cadelas, e segundo Sorenmo et al. (2010) o risco comeca
a ser tornar significante a partir dos oito anos de idade e aumenta com passar

dos anos. Cées jovens sao propensos a desenvolver tumores benignos, e a
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chance de malignidade aumenta com a idade. Tumores mamarios sao raros
em caes com idade inferior a cinco anos, a0 menos se sejam tratadas com
horménios (SORENMO et al.,, 2010). Mostrando o inverso encontrado nas
mulheres, o fator de risco nas cadelas esta relacionado com o aumento da
idade. Provavelmente, apenas o emprego de novos estudos possa predizer
com maior certeza 0 prognoéstico, se cadelas mais jovens ou idosas tem

relacdo com fator de risco.
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Conclusao

A incidéncia de malignidade foi de 90%.

As neoplasias malignas foram predominantes, sendo o tipo carcinoma
de maior frequéncia e entre os benignos o tumor misto foi o mais
comum.

Animais SRD, coocker, pinscher e poodle apresentam com maior
frequéncia tumores malignos; do mesmo modo cadelas acima de oito
anos de idade também apresentam tumores malignos.

N&o ha correlacéo estatistica entre tumores malignos com utilizacdo de
horménios, pseudociese, tamanho de tumor e ulceracdo. Entretanto,
animais que utilizam horménio como método contraceptivo ou
apresentam pseudociese tendem a desenvolver tumores malignos.

O método de imuno-histoquimica mostrou-se eficiente para
caracterizacdo do infiltrado inflamatério.

Tumores malignos assim como 0s benignos ndo apresentam diferenca
estatistica com relacdo a frequéncia de infiltrado inflamatdrio, quando
utiliza-se como marcadores do processo inflamatério CD3, 1gG, MAC
385, CD68, TAL IB5. Ha necessidade de maiores estudos no sentido de
se caracterizar o papel dos infiltrados inflamatérios no desenvolvimento
de neoplasias mamaérias.

N&o hé influéncia da presenca de ulceracéo, utilizacdo de horménios, ou
ocorréncia de tumores malignos ou benignos sobre a sobrevida de
cadelas portadoras de tumores mamarios espontaneos. Por outro lado, o
tamanho de tumores influencia a sobrevida das cadelas, sendo que as
cadelas com tumores de tamanhos maiores possuem menor sobrevida.
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Quadro. Caracteristicas das amostras em estudo e respectivas frequéncias

absolutas e relativas.

Variaveis N %
Idade

<1ano 0 0

2 — 8 anos 19 23,75
=9 anos 61 76,25
Raca

SRD 45 56,25
coocker 08 10
pinscher 08 10
poodle 06 7,5
Fila brasileiro 03 3,75
dashchund 03 3,75
boxer 02 2,5
york shire 01 1,25
terrier 01 1,25
husk siberiano 01 1,25
Labrador 01 1,25
pastor alemao 01 1,25
Tamanho

<3cm 10 12,5
3-5¢cm 40 50
=25cm 30 37,5
Ulceracao

Presente 20 25
Ausente 60 75
Uso contraceptivo de hormbdnios

Sim 19 23,75
Nao 61 76,25
Pseudociese

Com historico 24 30
Sem histoérico 57 71,25
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Figura C. Variacdo da sobrevida (média dos minimos quadrados) em relacéo a
presenca de ulceracdo cutanea em tumores de cadelas.
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Figura D. Variagdo da sobrevida (média dos minimos quadrados) em relacao
ao uso de hormbnios como método contraceptivo em cadelas com
tumores mamarios
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Figura B. Variacdo da sobrevida em relacdo ao tamanho dos tumores
desenvolvido por cadelas.



