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ESTUDO DE NEOPLASIAS MANMARIAS DE CADELAS EM UBERLANDIA E
IMUNOMARCACAO PARA CICLOOXIGENASE 2

Resumo - A ciclooxigenase 2 (Cox 2) é um marcador molecular indicador de
prognostico e sua expressao estd relacionada com a progressdo do tumor
mamario na cadela. Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi investigar
tumores mamarios de cadelas a expressdo de Cox 2 por meio de
imunohistoquimica e correlacionar com o estadiamento clinico, o tamanho
tumoral, o envolvimento linfonodal, a classificacdo e o grau histologico dos
carcinomas. Foram incluidas neste estudo, 100 cadelas com neoplasia
mamaria e dessas, 131 amostras foram analisadas. A avaliacdo histologica e
da imunomarcacdo de Cox 2 foram conduzidas. Para a imunohistoquimica
(IHQ), utilizou-se a técnica de estreptoavidina-biotinaperoxidase. Para analise
das laminas de IHQ contou-se o nimero de células marcadas em dez campos
e verificou-se a intensidade de marcacéao. O escore de marcacéao foi obtido pelo
produto do numero de células marcadas e a intensidade de marcacao. O tipo
histoldgico mais frequente diagnosticado foi o carcinoma complexo mamario. A
expressdo de Cox 2 foi observada nos tumores benignos e malignos. A
marcacao fraca é mais frequente, sendo a marcacdo forte observada nos
carcinomas. Os carcinomas simples apresentaram maior niumero de células
marcadas. Nao houve correlacdo positiva entre o tipo histolégico, tamanho e o
envolvimento linfonodal e a imunomarcacdo de Cox 2. Sendo assim, a

imunomarcacao de Cox 2 ndo demonstrou ser um bom fator de progndstico.

Palavras - chave: cées, carcinomas, Cox 2, glandula mamaria

imunohistoquimica.



RESEARCH OF MAMMARY TUMORS IN FEMALE DOGS IN UBERLANDIA
AND CYCLOOXYGENASE 2 IMMUNOSTAINING
Abstract - The cyclooxygenase 2 (Cox 2) is a molecular indicator of prognosis
marker and its expression is associated with progression of mammary tumors in
dogs. The purpose of this study was to investigate breast tumors of bitches Cox
2 expression by immunohistochemistry and correlated with the clinical stage,
tumor size, lymph node involvement, the classification and the histological
grade of carcinomas. We included in this study, 100 female dogs with mammary
tumors and 131 samples were analyzed. Histological and COX 2
immunostaining evaluation were conducted. The streptavidin-biotinaperoxidase
technigue was used in order to do the immunohistochemistry (IHC). The IHC
analysis was performaced counting the number of positive-staining cells in ten
fields and the staining intensity. The COX 2 staining index was obtained by
multiplying the COX 2 staining distribution and intensity scores. This gave a
range of COX 2 staining indices of 0-12.Carcinoma complex was the most
common histological type that we were diagnosed. The COX 2 expression was
observed in the benign and malignant tumors. The weak score is more frequent,
and strong score was observed in carcinomas. Simple carcinomas
demonstraded a higher number of positive staining cells. There was no positive
correlation between the histological type, size and lymph node involvement and
the Cox 2 immunostaining. Therefore, COX 2 immunostaining is not a good

prognostic factor.

Keywords: bitch, carcinoma, cyclooxygenase-2, immunohistochemistry,

mammary gland



1 INTRODUCAO

Os tumores mamarios sédo o tipo de neoplasia mais frequente em cadelas,
sendo essa frequéncia, duas a trés vezes superior a observada na mulher (CASSALI
et al., 2009). Na cadela, as neoplasias mamarias representam 7,5% das causas de
morte (CASSALI et al, 2009), mais de 70% dos casos sao de carater maligno e em
mais 25% dos casos apresentam metastases em linfonodos axilares ou inguinais
(OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Acometem cadelas adultas e idosas e todas as
racas de cdaes, entretanto quando precocemente diagnosticadas, o progndstico é
favoravel (CASSALI et al., 2009; DORE et al., 2003).

Marcadores moleculares séo utilizados nas neoplasias mamarias caninas
para confirmacdo de diagndsticos, fornecer progndstico e principalmente a buscar
novos protocolos terapéuticos (ZUCCARI et al., 2008, JASCKSTET, 2013).

A ciclooxigenase (Cox) é uma classe de enzimas cataliticas relacionadas a
formacdo de mediadores inflamatérios. A isoenzima Cox-1 é expressa por diversos
tecidos e relaciona-se a manutencdo da homeostasia, enquanto a Cox 2 € expressa
no processo inflamatério e no desenvolvimento tumoral (HORTA et al.,, 2012;
MARQUES, 2013). A expressdo de Cox 2 em processos neoplasicos, tanto em
humanos como em cadelas esta relacionada ao prognostico ruim para varios tipos
histol6gicos. A enzima Cox 2 participa no metabolismo do acido araquiddnico,
gerando prostaglandinas que podem mediar proliferacdo celular, destruicdo da
membrana basal, apoptose, a modulacdo do sistema imune e angiogénese,
agravando o prognéstico (HORTA et al., 2012, LAVALLE et al., 2009).

Na medicina humana, a expressédo de Cox 2 em carcinomas de mama e colon
esta relacionada aos piores prognosticos. Nas cadelas, tumores mamarios malignos
expressam mais essa enzima, em relacdo aos tumores benignos,
independentemente do tipo histologico. Entretanto a implicacdo deste fato com a
sobrevida ainda necessita de estudos (DORE et al., 2003).

O mecanismo de atuacdo da Cox 2 na carcinogénese também deve ser
investigado, assim como a existéncia de correlacdo com alguns fatores

considerados prognosticos no cancer de mama da cadela. Além disso, conhecer a



expressdo da Cox 2 nas neoplasias dos animais domeésticos cria perspectivas para o
desenvolvimento e utilizacdo, na rotina oncolégica dos hospitais veterinérios, de
drogas como inibidores seletivos da Cox 2 no tratamento do cancer, a exemplo do
gue ja ocorre na medicina humana.

Perante esses aspectos, objetivou-se verificar nos tumores mamarios de
cadelas atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, a
imunomarcacao de ciclooxigenase 2 por meio de imunohistoquimica e correlacionar
com o estadiamento clinico, o tamanho tumoral, o envolvimento linfonodal, a

classificac@o e o grau histolégico dos carcinomas.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e Histologia da glandula mamaéria

A cadela possui dez glandulas mamarias, dispostas em duas filas, desde a
regido toracica até a regido inguinal. Estas sdo designadas, no sentido cranio-
caudal: toracicas craniais e caudais, abdominais craniais e caudais e inguinais
(NOMINA ANATOMICA, 2012).

A glandula mamaria, macroscopicamente € constituida por unidades
glandulares distribuidas bilateralmente, simétricas e paralelas na linha mediana
ventral. Microscopicamente, a glandula mamaria é uma glandula sudoripara exocrina
modificada, tdbulo-alveolar, especializada na producdo e secrecdo de leite,
caracteristica especifica dos mamiferos (GETTY, 2008).

Cada mama € constituida de um teto e um corpo da mama que sao
recobertos por pele. Em um corte longitudinal passando pela papila e pelo corpo da
glandula, pode-se observar o corpo, constituido principalmente pela glandula
mamaria, dividida em septos conjuntivos, os lobos, que se dividem em lobulos.
Ductos excretores correm em dire¢cdo a papila que se retinem e formam os ductos
lactiferos, para finalmente abrirem em uma cavidade denominada seio lactifero,
espaco de coleta e armazenamento. O seio constitui-se de parte glandular, no corpo
da mama e parte papilar. A parte papilar do seio lactifero comunica-se com o
exterior por meio de um estreito canal, o ducto papilar (SAMUELSON, 2007).

Histologicamente, as unidades funcionais da glandula mamaria sdo o0s
alvéolos que se encontram agrupados em Iébulos. O epitélio de revestimento dos
alvéolos e ductos € constituido por uma populacdo dupla de células: uma camada
interna de epitélio simples cubico, cuja morfologia celular varia consoante 0s
diversos estadios de atividade secretora; uma camada externa de células
mioepiteliais fusiformes, cuja funcdo € a contrair-se sob acdo da ocitocina,
promovendo a expulsdo do leite (SAMUELSON, 2007).

Os lébulos mamarios encontram-se separados entre si por tecido conjuntivo,
sendo este fibroso, moderadamente denso. Ja o tecido conjuntivo que reveste 0s

ductos alveolares, denominado tecido intralobular, € menos denso e mais celular. Os
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constituintes celulares inflamatdrios habituais do tecido intralobular séo linfécitos e
plasmacitos (MISDORP, 2002, SAMUELSON, 2007).

A irrigacdo sanguinea das glandulas mamarias das cadelas provém dos
ramos intercostais das artérias toracica interna, intercostal e toracica lateral
(glandulas torécicas craniais e caudais); da artéria epigéstrica cranial superficial
(glandula abdominal cranial), e das artérias epigastrica superficial caudal com
irrigacdo complementar pelo ramo da artéria labial ventral (glandulas abdominais
caudais e inguinais) (LUIZ et al., 2002). A drenagem venosa das glandulas é similar
a irrigacdo arterial, contudo pequenas veias podem cruzar a linha média entre as
glandulas direita e esquerda (SLATTER, 1998).

A drenagem linfatica das mamas toracicas craniais e caudais € feita pelo
linfonodos axilares e das mamas abdominais caudais e mamas inguinais para 0s
linfonodos inguinais superficiais. As mamas abdominais craniais podem apresentar
drenagem mista (linfonodo axilar e inguinal). Essa drenagem pode sofrer variacao
individual, assim como ser influenciada pelo estadio da lactacdo ou presenca de
massa tecidual e/ou obstrutiva (BRAGULLA e KONIG, 2004). Os vasos linfaticos
podem cruzar a linha média e penetrar nas paredes abdominal e toracica
interligando algumas glandulas ipsolaterais, mas segundo alguns autores nao
existem comunicagdo entre as cadeias mamaria direita e esquerda (PELETEIRO,
1994).

Contudo, ha estudos que comprovam que a neoplasia mamaria pode alterar a
drenagem linfatica padréo, formando novos canais de drenagem aumentando a rede
vascular linfatica. Assim h& o recrutamento de maior numero de linfonodos e dessa
forma, pode haver ligacao linfatica entre as cadeias contralaterais (PEREIRA et al.,
2003).

2.2 Epidemiologia das neoplasias mamarias

A interagdo homem-animal tornou-se muito importante para os proprietarios
de cées e gatos. Devido essa interacdo, aumentou-se a preocupagdo com a
sanidade, bem estar e longevidade dos animais. Fato que propiciaram a busca do

meédico veterinario para prevencdo e diagnéstico precoce de enfermidades e
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consequentemente, o crescimento da oncologia veterinaria (QUEIROGA et al.,
2011).

As neoplasias mamarias nos caninos sao as mais frequentes e acometem
principalmente as fémeas. Nos machos, a neoplasia mamaria € rara e a ocorréncia
esta associada a disfungBes hormonais, como hiperestrogenismo decorrente de
sertoliomas (MISDORP, 2002; PELETEIRO,1994).

Geralmente acometem cadelas adultas a idosas, com idade superior a seis
anos, sendo mais atingidas cadelas entre 10 e 11 anos. Apesar de incomum o
aparecimento desta neoplasia em cadelas jovens, quando ocorrem, normalmente
esta associado a benignidade (DORE et al., 2003, MISDORP, 2002).

N&o ha predisposicéo racial (DORE et al., 2003), entretanto alguns estudos
apontam maior incidéncia em cadelas Cocker Spaniel, Dachshund, Setter Inglés,
Pointer, Fox Terrier Boxer e Beagle (MISDORP, 2002; ZATLOUKAL et al., 2005). No
entanto, € importante considerar que é dificil a determinacdo de predisposicao racial,
pois ha uma variacdo das mesmas de acordo com o local e o tempo. Adicionalmente
também existe uma grande percentagem de cdes sem raca definida, e o
estabelecimento de um padrdo de racas predispostas é complexo (PELETEIRO,
1994).

Quanto a localizacdo nas mamas, o desenvolvimento de tumores e de
displasias aumenta nas glandulas caudais e inguinais por terem maior volume de
tecido glandular (FELICIANO et al., 2012). E quanto a morfologia, as neoplasias
mamarias podem se apresentar como nddulos pequenos ou grandes, placas,
aderidos ou mdveis, Unicos ou multiplos, ulcerados, circunscritos, dependendo do
comportamento biolégico do tumor (JASCKSTET, 2013). Em relacdo a mobilidade,
podem ser moéveis ou aderidos, com envolvimento cutaneo e muscular. Ao corte,
podem ter aspecto sélido, cistico ou misto, com possiveis focos de necrose
(RUTTEMAN et al., 2001).

Pelo fato de mais de 70% das neoplasias mamarias apresentarem
caracteristicas de malignidade, mais de 25% dos casos de pacientes com neoplasia
mamaria, apresentam metastase em linfonodo (OLIVERIA FILHO et al., 2010). A
distribuicAo dessas metastases é determinada de acordo com a drenagem

sanguinea e linfatica do local do tumor primario. Os locais de eleicdo para
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metastases sao os linfonodos regionais e principalmente os pulmdes (De NARDI et
al., 2013). Isto ocorre devido ao intenso fluxo de sangue que passa por este 6rgao. A
grande trama de capilares torna a circulagcdo mais lenta e atua como um filtro para
0os agregados de células tumorais, que se alojam na arvore vascular, inserindo
pseuddépodos entre as células endoteliais e migrando para o parénquima pulmonar
(CONTRAN et al, 2000).

2.3 Etiologia e fatores predisponentes das neoplasias mamarias

Apesar de alguns fatores estarem estabelecidos quanto a etiologia das
neoplasias mamarias, ainda ha controveérsias sobre. Entretanto é considerada como
hipoteses: a influéncia da dieta e obesidade, transcricdo génica, componentes
genéticos, estresse oxidativo e principalmente, a influéncia hormonal (CASSALI et
al., 2004; PELETEIRO 1994; ZUCARI et al., 2001).

A carcinogénese € caracterizada por mutacdes genéticas herdadas ou
adquiridas pela acdo dos carcinG6genos que sdo agentes ambientais, quimicos,
hormonais, radioativos e virais (COTRAN et al., 2000). A carcinogénese compreende
quatros estadios: iniciacdo, promocéao, progressao e conversao maligna das células.
A iniciacdo ocorre devido exposicdo das células aos carcinégenos com resultado de
mutacdo e formacdo de clones celulares atipicos. A promocao, fase na qual a
multiplicagéo desses clones celulares ocorre. Nessa fase, se houver a supressao do
contato com os carcind6genos pode interromper 0 processo de mutacdo génica. A
progressdo e a conversdo maligna das células, nessas fases, as células
transformadas apresentam autonomia para proliferar e, pela perda da coesao e
obtencéo da mobilidade, tornando-se invasivas (CASSALI et al., 2004).

O alvo principal das alteracdes génicas sdo 0s proto-oncogenes, pois eles
controlam a divisdo mitdtica ordenada das células. Quando mutados, os proto-
oncogenes sao transformados em oncogenes que devido as alteracbes de
expressao, translocacao ou rearranjo dos genes, sédo responsaveis pela producao de
oncoproteinas. Os oncogenes e as oncoproteinas podem entdo, favorecer a
proliferac@o celular por meio da progressado desordenada das células nas diversas
fases do ciclo celular (MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2004).
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Dentre as mutacbes cromossomicas de genes o BRCA-1 e BRCA-2,
supressores tumorais envolvidos no controle da transcricdo, podem sofrer mutacoes,
e predispor o surgimento da neoplasia mamaria (COTRAN et al., 2000).

Outros genes que podem sofrer mutacbes sdo APC e NF-1, supressores
tumorais (COTRAN et al.,, 2000). A proteina APC citoplasmatica, ao penetrar no
ndcleo, ativa a transcricdo dos genes promotores do crescimento celular. Assim,
mutacBes no gene APC estimulam a proliferacdo celular. A neurofibromina, produto
do gene NF-1, regula a transducdo de sinais pela proteina ras e ativa a GTPase,
enzima que facilita a conversdo da proteina ras ativa em ras inativa. A mutacdo ou
perda do gene NF-1, a proteina ras € mantida no estado ativo, estimulando também
a proliferacao celular (CASSALI et al., 2004).

A dieta e a obesidade nos cdes domésticos sao fatores que sugerem o risco
de desenvolvimento de tumores mamarios. Em mulheres obesas, elevadas
concentracbes de estrogeno proveniente da transformacgéo, no tecido adiposo, da
androstenediona em estrona e posteriormente em estrogeno aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer (YOO et al., 2001). Acredita-se que 0 mesmo acontece
nas cadelas (CASSALI et al., 2004; REIS, 2013).

Além disso, o papel da obesidade no desenvolvimento destas neoplasias
parece resultar de acdes da leptina e adiponectina (CLEARY et al., 2010; REIS,
2013). A leptina inibe a apoptose e estimula a proliferacdo celular enquanto a
adiponectina reduz a proliferacdo celular e promove a apoptose. Essas substancias
produzidas pelo tecido adiposo sofrem alteracdo nas concentragdes de acordo com
0 peso corporal, sendo assim, quando o peso e o indice de massa corporal
aumentam, os niveis séricos de leptina aumentam e de adiponectina diminuem
(ARTWOHL et al., 2002; REIS, 2013).

Segundo Sirivaidyapong (2003) 91,3% das cadelas que recebem petiscos ou
sédo alimentadas com dieta caseira misturada ou ndo a ragdo, apresentaram tumor
de mama. Estudos indicam que a alimentacdo caseira, rica em ingestao de carnes
bovinas, suinas e gordura animal provocam além a obesidade e aumentam o
desenvolvimento das neoplasias mamarias, tendo esses fatores atuacao maior como
promotor e nao iniciador da carcinogénese (PELETEIRO, 1994; CONTRAN et al,
2000; SIRIVAIDYAPONG, 2003).
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O componente etiolégico hormonal é o principal elemento estudado,
principalmente pelo risco de aparecimento desse tumor nas cadelas castradas antes
do primeiro cio ser de 0,05%, apds o primeiro cio 8% e apdés o segundo, O risco
aumenta para 26%. Os hormdnios sao responsaveis por grande parte do controle no
metabolismo das células. Quando h& descontrole da secrecdo hormonal ocorre a
proliferacdo celular com consequentes mutacdes genéticas, levando a varias
alteracOes, dentre elas o cancer (CASSALI et al., 2004; CASSALI et al.,, 2014,
MISDORP, 2002).

Tanto na mama normal como na neoplasica, o crescimento tecidual é
estimulado por horménios e fatores de crescimento (MISDORP et al.,, 2002). Os
horménios também apresentam grande importancia no desenvolvimento das
neoplasias mamarias em cadelas, sendo o estrégeno, a progesterona, a prolactina e
o hormdnio do crescimento os principais envolvidos (CASSALI et al., 2004; CASSALI
et al.,, 2014; MISDORP, 2002). Acredita-se na relacdo capacidade proliferativa das
células neoplasicas e a expressao de receptores hormonais, jA que na cadela,
tumores mamarios benignos expressam maior numero de receptores para
progesterona e estrdgeno, enquanto os carcinomas malignos apresentam menor
concentracdo destes (CASSALI et al., 2004; HORTA et al. 2012).

A intensidade e a duracdo de exposicdo do tecido mamario ao estrogeno e a
prolactina determinardo o risco da proliferacdo do epitélio ductal das glandulas
mamarias. A prolactina aumenta o nimero de receptores para estrogeno, facilitando
a acdo mitética deste horménio. Enquanto o estrégeno promove 0 crescimento
celular por estimular a liberagdo do fator de crescimento tumoral a, fator de
crescimento semelhante a insulina e por inibir o fator de crescimento tumoral 3
(MISDORP, 2002).

A progesterona na puberdade e na gestacdo participa ativamente no
desenvolvimento mamario, entretanto quando isolada, ndo pode ser considerada
como carcinogénica. Entretanto quando associado a outros fatores, como o
estrogeno, apresenta um papel importante no desenvolvimento dos tumores
mamarios, devido ao fator proliferativo (CASSALI et al., 2004; MISDORP, 2002).

Ao administrar progesterona exdgena em caes ou gatos, ha uma estimulacéo

da sintese de hormdnio do crescimento na glandula mamaéria, proliferagdo Iébulo-
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alveolar e consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretorios,
induzindo a formacdo de nodulos benignos em animais jovens (RUTTEMAN et al,
2001). O tecido mamario ao ser exposto constantemente a progesterona podem
sofrer metaplasia maligna (MISDORP, 2002).

A pseudociese ocorre no diestro, fase do ciclo estral em que ha um aumento
de progesterona. ApoOs sete dias do final dessa fase, os niveis de progesterona
diminuem e hd o aumento da concentracdo de estrégeno e prolactina. Nas
pseudocieses recorrentes ou apos a lactacdo, as concentracdes de prolactina estao
elevadas e causam retencdo lactea e possivel formagdo de neoplasias mamarias
(MARTINS e LOPES, 2005).

A prolactina € um horménio necessario para a manutencdo da atividade
secretoria e isoladamente, ndo desempenha papel sobre a proliferacdo celular da
glandula mamaria (CASSALI et al., 2004; MARTINS e LOPES, 2005). Entretanto,
ndo se pode descartar a possibilidade da propria prolactina estimular a atividade
mitética das células do epitélio mamario, jA que o risco de desenvolvimento do
cancer de mama aumenta quando ha exposicao do epitélio mamario a acdo conjunta
da prolactina e do estrogeno (CASSALI et al., 2004; CASSALI et al.,, 2014,
MISDORP, 2002).

Tumores mamarios cuja inducdo seja hormonal tendem a se tornar
autbnomos. Essa autonomia, fase final desse tipo de carcinogénese, € caracteristica
comum aos tumores horménios-dependentes. Quando essa fase ocorre,
morfologicamente ja houve perda das caracteristicas de diferenciagdo celular
linhagem de origem (CASSALI et al., 2004).

Na mulher, o cancer de mama tem sido associado aos desequilibrios
endocrinos decorrentes dos cistos foliculares e do corpo lateo persistente, além de
fatores como pseudogestacdo, nuliparidade, obesidade e utilizacdo de
anticoncepcionais a base de progestagenos (MOL et al, 1997). Em cadelas, a
nuliparidade ou fémeas com pequeno numero de partos tém maior predisposi¢éo de
tumor de mama quando comparadas com animais que tiveram Vvarias crias.
Entretanto outros autores afirmam que estes fatores ndo séo significativos para a
carcinogénese mamaria (MORRISON, 1998).
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Na mulher, durante o primeiro trimestre da gestacdo ha o aumento
progressivo dos niveis de estrogeno, que aumentam com a continuidade da
gestacdo. As globulinas transportadoras dos esterdides sexuais sdo responsaveis
pela reducdo da concentracdo plasmatica de estrégeno livre, protegendo a glandula
mamaria das agfes desse hormoénio. Mas esse efeito protetor somente € observado
em mulheres com gestacdo completa (HENDERSON et al., 1988). Em cadelas, esse
efeito protetor da prenhez ndo é observado (RUTTEMAN et al., 2001).

2.4 Diagnéstico

Para a avaliacdo clinica de cadela com tumores mamarios € indispensavel o
histérico clinico detalhado, o exame fisico completo, hemograma, perfil bioquimico,
radiografias toracicas, ultrassonografia e ainda, quando indicada, tomografia
(JASCKSTET, 2013). Além disso, as -caracteristicas macroscopicas como o0
tamanho, tempo de crescimento e evolugdo, ulceracdo, aderéncia a pele e tecidos
subjacentes, sao critérios que podem sugerir malignidade ou benignidade da
neoplasia (MISDORP, 2002).

O diagndstico histopatoldgico fornece caracteristicas detalhadas quanto a
microscopia do tumor (FERREIRA et al., 2003), todavia as caracteristicas
histopatoldgicas identificadas na amostra revelam a variabilidade do comportamento
biolégico dentro do mesmo tumor. Na tentativa de predizer o comportamento da
lesdo utiliza-se de métodos como TNM (tamanho do tumor, comprometimento de
linfonodos e a presenca de metastases), além o uso de marcadores moleculares que
sao ferramentas de diagndstico e fatores prognésticos (ZUCCARI et al., 2008).

O exame citolégico realizado por meio de puncédo aspirativa por agulha fina
(PAAF) é considerado método auxiliar ao diagnostico, por isso, recomenda-se a
puncdo aspirativa de tumores e linfonodos regionais para investigacdo de
metastases assim como, exclusdo de outros diagnosticos como lipoma ou
mastocitoma (CASSALI et al., 2009; MISDORP, 2002). Entretanto é considerado de
dificil interpretacdo considerando que as neoplasias podem ter apresentacao
histol6gica diferente nos nédulos de um mesmo animal e 4s vezes até em partes

diferentes do mesmo nodulo. Por isso, a andlise de laminas contendo aspirados
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citolégicos de tumores mamarios requer conhecimento prévio de histologia
(RUTTEMAN et al., 2001).

A citologia de tumores mamarios de cadelas pode contribuir, ainda, para o
diagnoéstico. Entretanto, casos em que ocorra inflamacdo no esfregaco, esta se
mostra como um fator negativo para o diagndstico, ja que a inflamacdo pode
mascarar a verdadeira etiologia neoplasica da massa, particularmente no
diagnostico diferencial com o carcinoma inflamatério (ZUCCARI et al., 2001,
SLEECKX et al., 2011).

O carcinoma inflamatério é uma neoplasia maméaria agressiva e caracteriza-
se histologicamente pela presenca de qualquer subtipo de carcinoma associado ou
nao a intensa reacao inflamatoéria, com infiltracdo da derme e seus vasos linfaticos
superficiais (CASSALI et al., 2014). Apresenta o pior prognostico de todas as
neoplasias mamarias, pois a evolugcdo é extremamente rapida e a sobrevida média
de aproximadamente 60 dias ap0s o diagndstico, que € clinico e histopatolégico. A
citologia aspirativa ou por esfregaco pode ser util, pois sugerem o diagndstico
(SLEECKX et al., 2011)., porem para a confirmacdo é necessério bidpsia incisional
(CASSALI et al., 2014).

O exame histopatologico € o método de eleicdo para o diagnostico das
neoplasias, tornando possivel a identificacdo da morfologia das células neoplasicas.
Fatores como o tipo e o grau histoldgico, necrose tumoral e invasdo vascular sao
imprescindiveis para 0 estudo sobre o comportamento biolégico do tumor
(MISDORP, 2002; ZUCCARI et al., 2008).

A classificacdo histolégica dos tumores mamarios, usada em medicina
veterinaria, ainda ndo € consensual. Para classificar histologicamente as neoplasias
mamarias caninas, diferentes métodos de classificacdo séo utilizados, na tentativa
de prever o comportamento biol6gico da lesdo (QUEIROGA E LOPES, 2002).
Dentre os mais usados destaca-se a classificagdo Misdorp (2002), Goldschmidt
(2010) e a mais recente, proposta por Cassali et al. (2014).

A biologia molecular é outra ferramenta utilizada no diagndstico dos tumores
mamarios e prognostico em cadelas. A expressao de determinadas moléculas nas
neoplasias mamarias esta diretamente relacionada a progressdao da doenca e

permite categorizar os pacientes em diferentes grupos prognosticos (QUEIROGA et
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al., 2010). A imunohistoquimica, utilizada rotineiramente no cancer de mama da
mulher, € um método que permite identificar no tecido, a expresséo de marcadores
moleculares que oferecem informacdes sobre as caracteristicas e comportamento do
tumor, corroborando no diagndstico e prognéstico da doenca (HORTA et al., 2012;
ZUCCARI et al., 2008).

2.5 Estadiamento ou Classificagao clinica TNM

Os tumores mamarios sao classificados pelo sistema TNM (tumor-linfonodo-
metastase), estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para tumores
mamarios caninos, que considera as caracteristicas: tamanho do tumor primario (T),
o envolvimento de linfonodos regionais (N) e a presenca ou auséncia de metastases
a distancia (M) (CASSALI et al., 2011).

Essa classificacdo foi determinada, principalmente, para auxiliar o clinico a
estabelecer um progndstico e planejar a terapéutica mais adequada, podendo ainda
avaliar melhor tratamento (PELETEIRO, 1994). O estadiamento dos tumores
mamarios deve ser realizado antes dos tratamentos cirurgico e clinico (FELICIANO
et al., 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu o TNM para tumores
mamarios caninos levando em consideracao os fatores similiares ao TNM humano. T
€ o didmetro (T1 — menor que 3 cm; T2 —3 a5 cm e T3 — maior que 5 cm; N
envolvimento linfonodal regional (NO — ausente; N1 presente); e M metéstase a
distancia (MO — ausente e M1 presente). ApGs a avaliacdo destes fatores, 0os casos
sao classificados em estadios que variam de | a V estadios crescente de acordo com
a gravidade da doenca (CASSALI et al., 2014; OWEN, 1980).

A identificacdo e bidpsia do linfonodo sentinela, que recebe linfa de formacéo
neoplasica, fornecem informacdes importantes para tratamento e progndstico de
cancer de mama humano (PEREIRA, 2005). A avaliacao dos linfonodos em cadelas
esta diretamente relacionada a funcdo de drenagem linfatica dos linfonodos
mamarios, sendo portanto, necessaria avaliagdo da drenagem linfatica mamaria
(PEREIRA, 2005) e biopsia aspirativa dos linfonodos envolvidos (CASSALI et al.,
2011).
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O estadiamento TMN juntamente com a investigagcao de invaséo tecidual e
vascular, o grau de diferenciacdo nuclear, o tipo histologicopatolégico, o grau de
malignidade, sédo indispensaveis, pois fornece informacfes importantes sobre o
prognéstico e tratamento (MARQUES, 2013).

2.6 Ciclooxigenase 2 (Cox 2)

Dos marcadores moleculares comumente utilizados em tumores mamarios
caninos destacam-se a Ciclooxigenase-2 (Cox 2), Ki-67, p53, p63 e Capase-3.
Destes, a Cox 2 apresenta-se como um marcador potencial para prognostico para o
tumor de mama em cadela, devido ao seu papel nos processos inflamatorios, que
frequentemente acompanham as neoplasias (BERTAGNOLLI, 2006; De NARDI,
2007; CASSALI et al., 2009).

Os produtos do metabolismo do acido araquidénico compdem um conjunto de
mediadores que modulam a resposta inflamatdria e imunolégica, que se originam da
oxidacdo do acido araquidbnico, gerado pela acdo da enzima fosfolipase A, nos
fosfolipidios da membrana celular. A acdo do sistema enzimatico da ciclooxigenase
sobre os fosfolipidios de membrana converte o acido araquidénico em
prostaglandina estavel (PGG,), e reduzida para PGH,. Esta entdo pode ser usada
para sintetizar varias prostaglandinas, como a PGE,, PGD; e PGF, (QUEIROGA et
al., 2005).

Hé dois tipos de ciclooxigenases: ciclooxigenase 1 (Cox 1) e ciclooxigenase-2
(Cox 2) exercendo diferentes funcbes fisiologicas no organismo. Cox 1 é
responsavel na producao de prostaglandinas que modulam as funcdes fisioldgicas
em rins, trato gastrintestinal e em células como as plaquetas (ACKERMANN, 2013).

A Cox 2 nado é diagnosticada na maioria dos tecidos. A expressdao dessa
molécula depende de estimulos especificos como a presenca de citocinas
(interleucina-1 e fator de necrose tumoral), fatores de crescimento (fator de
crescimento epidermal — EGF e fator de crescimento de fibroblastos - FGF),
lipopolissacarideo bacteriano e oncogenes. A Cox 2 esta presente fisiologicamente,
de forma limitada, no cérebro, medula espinhal e pode estar envolvida na

transmissao nervosa, particularmente na dor e febre (ACKERMANN, 2013).
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A expressédo de Cox 2 é frequentemente observada no citoplasma das células
neoplasicas da mama e esté relacionada a progressdo tumoral, sendo considerado
fator de progndstico ruim para varios tipos histolégicos (DORE, 2011; HORTA et al.,
2012). A alta expressdo de Cox 2 esta relacionada com malignidade, alta
capacidade de proliferacdo das células neoplasicas, neovascularizacdo e baixa taxa
de apoptose, fatores relacionados com o aumento do potencial metastatico das
células tumorais (CASSALI et al., 2009).

Condicdes celulares como hipdxia e a expressao de citocinas (interleucina 6),
oncogenes (ras) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) tendem a
aumentar a expressdao de Cox 2, ajudando a promover a angiogénese e a
invasividade do tumor (LAVALLE et al., 2009).

A expressdo de Cox 2 é superior nas neoplasias malignas mamarias em
relacdo as benignas ou displasias (De NARDI, 2007; QUEIROGA et al., 2010). Além
disso, os niveis de COX 2 estariam correlacionados com caracteristicas de
parametros clinicos de malignidade, como tamanho grande do tumor, ulceracéo,
aderéncia a pele, aderéncia a tecidos subjacentes e tipos histolégicos mais
agressivos (carcinoma solido e carcinossarcoma) (QUEIROGA et al., 2010).

A alta expresséo de Cox 2 influencia na sobrevida, que é reduzida em cées
com tumores malignos mamarios (LAVALLE et al., 2009; QUEIROGA et al., 2010).
Tumores de mama pouco diferenciados a indiferenciados expressam Cox 2 com
maior intensidade quando comparados com os tumores mais diferenciados.
(HELLER et al., 2005).

A Cox 2 é altamente expressa em tumores de colon e reto, enquanto que
areas normais de mucosa intestinal possuiam baixas ou nenhuma expressao para a
Cox 2. Estas descobertas lideram a hipotese que a Cox 2 pode estar envolvida na
determinacao do crescimento e progressao do cancer de célon (FELIN et al., 2008).

A maioria dos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) inibe as Cox-1 e Cox
2, enquanto que os Coxibes, que constituem uma nova geracdo de AINEs, s&o
inibidores seletivos de Cox 2. Os AINEs seletivos para Cox 2 tém sido utilizados no
controle da inflamagé&o, evitando os efeitos adversos sobre o trato gastrintestinal
causado pela inibicdo da Cox-1. Os inibidores de Cox 2, como o FiroCoxib®, podem

ser utilizados como terapia adjuvante em tumores mamarios malignos, uma vez que
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mais de 50% desses tumores expressam essa enzima. A utlizacdo desse
medicamento associado a outras terapias pode ser benéfica em cadelas que

apresentem tumores com alto grau de malignidade (ELSTON, 2012).

2.7 Tratamento

As opcoes de tratamento dependem do estagio de desenvolvimento do tumor,
do tipo histolégico e estadiamento clinico. As terapias mais utilizadas incluem a
excisdo cirargica, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia ou uma combinacao
desses tratamentos (GUIMARAES, 2012).

A remocao cirargica completa, com amplas margens de seguranca ainda é o
tratamento de escolha, exceto para animais com diagndstico de carcinoma
inflamatério ou com a presenca de metastases a distancia (FELICIANO et al., 2012).
A excisao cirdrgica pode ser curativa em cdes com 0 estagio mais brando da doenca
e nos tumores pequenos, n&o invasivos e nos carcinomas bem diferenciados. Cées
com tumores grandes e de alto grau, com grande chance de desenvolver
metastases podem se beneficiar de terapias adicionais como a quimioterapia
(CASSALI et al., 2011).

As opc¢des cirdrgicas incluem nodulectomia, mamectomia, mastectomia total
unilateral ou bilateral, removendo os linfonodos regionais de acordo com a
localizacdo da glandula acometida. A escolha da técnica dependera do namero de
mamas afetadas, tamanho, localizacao, fixacdo a tecidos adjacentes e estado geral
do animal (MARQUES, 2013).

A utilizacdo de drogas quimioterdpicas como modalidade terapéutica ainda
esta em crescimento no contexto dos tumores mamarios caninos, devido a poucos
estudos sobre, falta de resultados satisfatérios, elevado custo associado a
heterogeneidade de tumores (LANA et al. 2007).

Drogas quimioterapicas associadas como a Ciclofosfamida, Doxorrubicina e o
5-Fluouracil (5-FU), além de Vincristina associada a Doxorrubicina podem ser
empregadas como tratamento adjuvante, proporcionando uma resposta efetiva, por
diminuir a incidéncia de metéstases e contribuir na prevencdo de recidivas. A

quimioterapia é indicada conforme o grau histologico do tumor, sendo utilizada em
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casos de tumores muito indiferenciados e na presenca de émbolos vasculares
(CIRILLO, 2008).

A sobrevida no poés-operatério de cadelas com neoplasias mamarias esta
ligada a expressdo da Cox 2 nos adenomas e carcinomas de progndéstico bom e
ruim. Dessa forma, inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 devem ser considerados
na quimioprevencdo dos tumores de mama, uma vez que resultados positivos ja
foram descritos (ALMEIDA et al., 2001; ELSTON, 2012; SURH et al.,2001).

A radioterapia, devido a escassez de estudos realizados, ndo é tao atrativa
guanto a quimioterapia nos tumores mamarios caninos (LANA et al., 2009).

Assim como na mulher (PEROU et al., 2000), a expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona esta relacionada a um melhor progndstico dos pacientes
caninos com carcinomas mamarios (SORENMO, 2003). Entretanto, nas cadelas a
administrac@o de progestagenos induz o desenvolvimento de piometra. Por isso, a
hormonioterapia é aconselhada somente em cadelas esterilizadas. A
ovariosalpingohisterectomia ou o uso de inibidores de receptores de estrogeno, por
meio de drogas antiestrogénicas, podem ser favoraveis para a sobrevida desses
pacientes. Nao obstante, a sobrevida é inferior a dois anos para a maioria dos caes
com metastases em linfonodos (TAVARES et al., 2010).

Por fim, a imunoterapia, que é ramo de muitos estudos. Ensaios ja fazem
utilizacdo de um virus vacinal oncolitico (GLV-1h68) no tratamento de tumores
mamarios caninos. Esse virus infectou e destruiu com sucesso, linhas celulares de
adenoma mamario canino in vitro, inibiu a proliferacdo tumoral, diminuiu o tamanho
da neoplasia e replicou-se em xenotransplante (GENTSCHEYV et al., 2009).

A aplicacdo de vacina autéloga de fusdo de células dendriticas (células
tumorais mamarias), em cdaes, também foi avaliada como possivel tratamento. A
administracdo dessas células em ganglios popliteos de canideos saudaveis
conduziu a significativa producdo de IgG, reconheceram antigenos de células
tumorais em cultura, sem efeitos secundarios (BIRD et al, 2011).

Dada a complexidade no desenvolvimento do processo tumoral, as
modalidades terapéuticas disponiveis devem ser constantes alvos de estudos e

atualizacdes para tentar a preconizacéo de tratamento (GUIMARAES, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa, a aprovacdo do Comité de Etica de
Utilizacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia foi obtida sob o protocolo
082/14.

3.1 Calculo da amostra
A amostragem € do tipo ndo probabilistica, restrito aos elementos que se tem

acesso. A amostra foi calculada pela férmula, segundo Thrusfield, 2004

n=(1,96)? Pesp x (1- P esp) /d?
Nesta férmula:
n: tamanho da amostra baseado em uma populacgéo infinita;
Pesp : prevaléncia esperada,
d: precisédo absoluta esperada (erro).
Considerou-se a expressao da ciclooxigenase 2 nas mamas neoplasicas de
cadelas como sendo, 50% positivo e 50% negativo, o erro de estimativa de 10% e a

significancia de 5%, determinou-se a amostra de 100 animais.

3.2 Amostras e critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidas neste trabalho, amostras de mamas diagnosticadas
com neoplasias de cadelas encaminhadas voluntariamente pelos proprietarios, no
periodo de marco a dezembro de 2014, para atendimento clinico cirtrgico veterinario
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia. Os critérios de
inclusdo foram que todos os animais fossem submetidos ao exame clinico
detalhado, realizacdo de raio-x simples de térax para pesquisa de metastase
pulmonar e mastectomia unilateral ou bilateral total. Sendo critério de exclusao, o

uso préevio de drogas anti neoplasicas, anti-inflamatoérios e antibidticos.
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3.3 Avaliacédo das neoplasias mamarias

3.3.1 Dados dos animais e das neoplasias

Os dados epidemioldgicos, sexo, raca e idade foram coletados, além das
caracteristicas do tumor, como tamanho, mensurado por meio de paquimetro, a

consisténcia, aderéncia, ulceracéo, e localizacao.

3.3.2 Tamanho dos tumores mamarios

As neoplasias foram agrupadas conforme a classificacdo TNM segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OWEN, 1980); menores que 3 centimetros
de diametro, de 3 a 5 centimetros de diametro e maiores que 5 centimetros de

diametro.

3.3.3 Estadiamento clinico dos tumores mamarios

O estadiamento clinico utilizado foi o sistema TNM segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (OWEN, 1980 modificado) que se baseia no tamanho do
tumor primario (T), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e a
presenca ou auséncia de metastases a distancia (M). Esta classificacdo estabelece
como T, o tamanho em didametros do tumor (T1 — menor que 3cm; T2—-3a5cme
T3 — maior que 5 cm; N envolvimento linfonodal regional diagnosticado por meio de
citologia ou histologia (NO — auséncia de metastases; N1 — presenca de metastases
em linfonodo ipsilateral; N2 — presenca de metastases em linfonodo bilateral); e M
metastase a distancia, verificado por meio de Raio X (térax), exame clinico ou
cirirgico (MO — ausente e M1 presente). ApOs a avaliacdo destes fatores, os casos
foram classificados em estadios que variam de | a V graus crescente de acordo com
a gravidade da doenca (CASSALI et al., 2014; OWEN, 1980).

Procedeu-se a avaliagdo clinica dos linfonodos (axilares e inguinais
ipsilaterais e contralaterais) quanto ao tamanho, consisténcia e mobilidade. Para
verificacdo do envolvimento de células neoplasicas neste 6rgéo, coletou-se linfonodo
inguinal que foi submetido ao exame histopatologico. E para a avaliacdo de

bY

metastases a distancia, optou-se pelo exame radiografico de térax. Apos
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determinacdo do estadiamento clinico, o mesmo foi correlacionado com os tipos

histoldgicos e a imunomarcacao da Cox 2.

3.3.4 Histopatologia e classificacdo histolégica dos tumores mamarios

Amostras de mama (incluindo pele e subcutaneo) e linfonodos inguinais
coletadas aplOs exérese cirdrgica foram encaminhadas para o laboratério de
Patologia Animal do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

As amostras foram fragmentadas e incluidas em formol tamponado a 10% por
48 horas (fixacdo), posteriormente, foram encaminhadas ao laboratério de
Histopatologia Animal para o processamento histolégico de rotina conforme Tolosa
et al. (2003). O processamento consistiu em etapas de desidratacdo de &lcool etilico
em concentracdo crescente (70 a 99,5%), diafanizacédo ou clareamento em xilol PA e
inclusdo em parafina liquida a aproximadamente 65°C. Ap6s secagem, o bloco de
parafina contendo o material biol6gico foi submetido a cortes de quatro micrometros
(um) de espessura em micrétomo manual Leika®. Em seguida, apds secagem em
estufa a aproximadamente 40°C por no minimo duas horas, foram coradas em
hematoxilina e eosina e analisadas em microscépio Olegan® utilizando objetiva de
40x.

O diagnoéstico histopatolégico foi atribuido por dois patologistas apos
verificacdo de lesbes em laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE). Os
achados microscopicos foram avaliados e a classificacao histolégica das neoplasias
foi determinada conforme Misdorp et al. (2002).

Os carcinomas foram subdivididos em dois grupos: simples (tubulopapilar,
sélido e anaplasico) e complexos e foram correlacionados com o estadiamento
clinico e a imunomarcacédo de Cox 2, assim como 0s tumores mamarios benignos e
malignos. Os tipos de carcinomas também foram correlacionados individualmente
com a imunomarcacéo de Cox.

Para a atribuicdo do grau histologico de malignidade, trés parametros foram
avaliados: a percentagem do tumor com organizacdo tubular, o pleomorfismo
nuclear e o indice mitético, de acordo com Elston e Ellis (1998). O grau histologico

dos carcinomas foi correlacionado com a imunomarcagao de Cox 2.
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3.3.5 Imunohistoquimica

O processo de imunohistoquimica foi realizado conforme Nowak et al. (2005).
Para a preparacdo das laminas de vidro, com uma pipeta de Pasteur, foi aplicada
uma gota de poli-L-lisina ndo diluida na extremidade da lamina. Com o auxilio de
outra lamina em um angulo de aproximadamente 45°, fez-se um esfregaco da poli-L-
lisina, espalhando-a por toda superficie da lamina. As laminas contendo poli-L-lisina
foram submetidas a secagem em temperatura ambiente (25°C). O material biolégico
ja incluso em parafina foi submetido a corte histolégico em micrétomo na espessura
de quatro um e acondicionados em estufa a 45°C por aproximadamente 24 horas.

Os cortes foram colocados sob as laminas previamente preparadas e entao
submetidas a diafanizagdo por 20 minutos em xilol PA. A desidratacdo dos cortes foi
realizada em alcool 99,5% e 95% por seis minutos cada um. Por fim, as laminas
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos.

A recuperacdo antigénica por calor foi realizada em banho maria a 96°C em
solucdo &cido etilenodiamino tetra-acético dissddico (EDTA) 10 mM, pH 9. O pH da
solucdo de EDTA foi ajustado com solucdo de hidroxido de sé6dio 3 molar com
auxilio de pHmetro Hanna®. A solucdo EDTA foi pré aquecida no banho maria até
atingir 96°C, em seguida, as laminas foram introduzidas, onde permaneceram em
fervura por 40 minutos (RODRIGUES, 2007). Em seguida, as laminas foram
mantidas a temperatura ambiente (25°C) por 20 minutos para resfriamento. Apos
resfriamento, as laminas foram lavadas em solucdo 2-Amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3-diol (Tris-HCI) e os cortes foram contornados com caneta hidrofobica
(DAKO S200230). Para o bloqueio das proteinas inespecificas utilizou-se Protein
Block (DAKO X0909), uma gota por corte, por 30 minutos. Em seguida as laminas
foram lavadas com Tris-HCI.

O anticorpo anti Cox 2 (N-20: sc-1746 - Santa Cruz) foi diluido 1:50 (conforme
recomendacdes do fabricante) em soro albumina bovina (BSA) 1%. Os cortes
receberam cada um, 100 microlitros (ul) de anticorpos e posteriormente, cobertos
com parafim American National Can®. As laminas foram incubadas 18 horas
(overnight), 4°C em camara umida. Como controle positivo da reacgdo, utilizou-se

cortes histolégicos de adenocarcinoma de cdlon de humano (FELIN et al., 2008).
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Para controle negativo, substitui-se no corte histologico de intestino, o anticorpo
primario por BSA.

Para bloqueio das peroxidases enddgenas, inicialmente as laminas foram
lavadas com Tris-HCI e incubadas em peroxido de hidrogénio 15% (85 ml de alcool
metanol e 15 ml de &gua oxigenada 30v) por 30 minutos, protegidas de luz
ambiente. Posteriormente lavadas em agua destilada e Tris-HCI. Novamente os
cortes histoldgicos foram delimitados com a caneta hidrofébica.

Foi utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase (DAKO, K069011 - LSAB
+ HRP (rabbit/mouse/goat) e a reacgédo foi revelada com diaminobenzina (DAKO-
K3468, DAB). As laminas foram contra coradas com Hematoxilina de Harris por 3

minutos e montadas com laminulas e Entellan®.

3.3.6 Avaliagcdo de laminas de imunohistoquimica

A analise semi quantitativa das laminas de imunohistoquimica foi determinada
conforme Cassali et al. (2009) e Queiroga et al. (2010). Foi considerada como uma
reacao positiva, a presenca de distinto rotulagem marrom no citoplasma das células
epiteliais neoplasicas. A imunorreatividade foi avaliada por dois observadores que
analisaram a lamina em aumento de 200x, usando o método de pontuacdo de IHQ,
que consiste em estimativas da percentagem de células positivas e a intensidade de
marcacdo. Quanto a distribuicdo percentual, 10 campos foram contados e em cada
campo a percentagem de células positivas foi pontuada sendo 0 (0% de células
positivas), 1(<10% de células positivas), 2 (10-50% de células positivas), 3 (51-80%
positiva células) ou 4 (> 80%). A intensidade da coloracdo, dada por observacao, foi
pontuada como 0 (negativo), 1 (fraca), 2 (moderada), ou 3 (forte), baseado na
intensidade de marcacéo do controle positivo da reacao.

O escore final foi obtido pelo produto de nimero de células marcadas e a
intensidade, resultando em um valor entre 0 a 12. Definiu-se o ponto de corte pelo
valor médio 6, sendo os tumores com escore final de 0 a 6 (< 6), considerados com
marcacgdo fraca para Cox enquanto, aqueles com escore de 7 a 12 (> 6),

imunomarcacéao forte.
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3.4 Analises estatisticas

Para verificacdo da correlacdo de expressédo da Cox 2 de acordo com o tipo
histolégico (tumores benignos e malignos, carcinomas simples e complexos e 0s
tipos de carcinomas mamarios) com o0 escore na imunohistoquimica utilizou-se o
teste Qui-quadrado (p<0,05) no programa Action 2.5, Microsoft Excel 2007.

Ainda, utilizou-se o teste Qui-quadrado (p<0,05) no programa Action 2.5,
Microsoft Excel 2007 para a correlacdo dos grupos e tipos de carcinomas com 0
TNM, grau de malignidade e o escore de marcac¢ao na IHQ.

Avaliou-se ainda, isoladamente, por meio do teste de Qui-quadrado, as
caracteristicas como tamanho tumoral e metéstase regional com o escore de
marcacdo na IHQ. Por fim, utilizou-se o teste de Mann Whitney para verificar a

relacdo entre a gradacao dos carcinomas e o escore de marcacao de Cox.
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4 RESULTADOS

Foram selecionadas 100 cadelas com tumores mamarios, com idade variando
entre quatro e 17 anos. Neste trabalho, a idade média das cadelas com tumor de
mama foi de 10,03 (x 2,84) anos com maior distribuicdo dos pacientes entre oito e
13 anos (Figura 1).
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Figura 1. Frequéncia de cadelas com neoplasias maméarias de acordo com a idade,
Uberlandia, MG, 2015.

Das 100 cadelas avaliadas 41 (41%) apresentaram mais de uma mama com
neoplasia, totalizando 164 mamas avaliadas. Com relacéo a distribuicdo dos nddulos
mamarios, 64 (39,02%) apresentaram-se nas mamas inguinais, 33 (20,12%) nas
abdominais caudais, 29 (17,69%) nas glandulas abdominais craniais, 25 (15,24%)
nas mamas toracicas caudais e por fim, 13 (7,93%) nas mamas toracicas craniais.

Quanto ao tamanho, do total de 164 nédulos, 94 (57,32%) eram menores que
trés centimetros de didmetro, sendo esse o tamanho mais frequente. Trinta e nove
(23,78%) nddulos possuiam tamanho entre trés a cinco centimetros e 31 (18,90%)
com diametro maior que cinco centimetros.

Na avaliacdo do estadiamento clinico, somente 43 (43%) das 100 cadelas

puderam ser avaliadas. Foram excluidas da avaliacdo do estadiamento 50 (50%)



31

cadelas devido ao diagndstico inconclusivo do Raio X ou exame de linfonodo, cinco
(5%) animais apresentaram diagnostico histoldégico benigno e 2 (2%) cadelas com
lesbes ndo neoplasicas.

O grau de estadiamento mais frequente foi o | os menos frequente Ill, IV e V
(Figura 2).
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Figura 2. Frequéncia de cadelas com neoplasias mamarias de acordo com
estadiamento clinico — TNM, Uberlandia, MG, 2015.
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Das 100 cadelas avaliadas 41 (41%) apresentaram mais de uma mama com
neoplasia e, destas, 18 (43,90%) possuiam nddulos com o mesmo tipo histoldgico.
As demais 23 (56,10%) cadelas apresentavam nodulos com tipos histolégicos
diferentes.

O total de 131 amostras de neoplasias mamarias foi avaliado, sendo que
11/100 (11%) cadelas apresentaram tumores mamarios benignos e malignos
concomitantemente e nove (9%) cadelas apresentaram mais de um tipo de
carcinoma mamario. Com relacdo ao comportamento tumoral, 16 amostras das 131
estudadas (12,21%) foram diagnosticadas como neoplasias benignas, 108 (82,44%)

malignas e sete (5,34%) amostras eram les6es ndo neoplasicas (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo histologica e frequéncia das lesbes mamarias observadas
em cadelas, Uberlandia, MG, 2015.

Lesdes ndo neoplasicas n
Inflamacéo 5
Hiperplasia lobular 2
Tumores benignos n
Adenoma simples 7
Fibroadenoma 6
Tumor misto benigno 4
Tumores malignos- Carcinomas n
Carcinoma in situ 2
Carcinomas Simples

Carcinoma tubulopapilar 38

Carcinoma solido 12

Carcinoma anaplasico 1
Carcinoma complexo 46
Tipos especiais de Carcinomas n
Carcinoma com diferenciacdo escamosa 3
Sarcomas n
Carcinossarcoma 1
Fibrossarcoma 2
Hemangiossarcoma 1
Osteossarcoma 1
Total 131

Classificagdo conforme Misdorp et al. (2002).

A inflamacéo foi a lesdo ndo neoplasica mais frequente diagnosticada nas
mamas, observada em cinco amostras (3,82%). Das neoplasias benignas (n=16),
sete (43,75%) foram identificadas como adenoma (Figura 3A). Das neoplasias
mamarias malignas (n=108), os carcinomas complexos foram diagnosticados em 46
(42,60%) amostras (Figura 3B) e os carcinomas simples em 51 (47,22%). Dentre os

carcinomas simples, o carcinoma tubulopapilar foi 0 mais frequente, diagnosticado
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em 38 (74,50%) amostras, seguido do carcinoma sélido, identificado em 12 (23,53%)
mamas. (Tabela 1). Uma cadela (1%) foi diagnosticada com carcinoma inflamatério e

concomitantemente, carcinoma complexo.

Figura 3. A. Fotomicrografia de adenoma mamario de cadela. Notar proliferacdo de
células epiteliais benignas formando tabulos (seta), com contetdo réseo
vitreo no interior (*), aumento de 40x, hematoxilina e eosina (HE) B.
Fotomicrografia de carcinoma complexo mamario de cadela. Notar
proliferacdo de células epiteliais e mioepiteliais desordenadas (seta) e
pouca formagéao tubular, aumento de 40x, HE.
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O grau histopatologico foi atribuido aos carcinomas (n=99), exceto o
carcinoma in situ (n=2), sendo que 37 (38,14%) neoplasias eram de grau |, as
neoplasias de grau Il foram identificadas em 50 amostras (51,55%) e apenas 10

(10,31%) tumores foram classificados como grau Il (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de carcinomas mamarios de cadelas de acordo com o grau
histologico, Uberlandia, MG, 2015.

Grau
Histopatoldgico 1 2 3 Total

Carcinoma 17 19 2 38
tubulopapilar
Carcinoma sélido 2 5 5 12
Carcinoma anaplasico 0 0 1 1
Carcinoma complexo 18 26 2 46

Total 37 50 10 97

Os dados do estadiamento clinico (TNM) foram correlacionados com a
classificacdo histologica das neoplasias malignas. Trés (6,98%) cadelas das 43 que
foram estadiadas apresentaram dois tipos de neoplasias malignas
concomitantemente, sendo considerado para o TNM, o tipo histolégico de pior
prognéstico segundo Misdorp et al. (2002). O estadiamento em graus | e Il foi mais
frequente para os carcinomas, observado em 17 (39,54%) e nove (20,93%) animais
respectivamente, e cinco (11,63%) cadelas com carcinoma mamario foram

estadiadas em grau V (Tabela 3).



35

Tabela 3. Frequéncia de cadelas com neoplasias mamarias malignas e classificacédo
TNM, Uberlandia, MG, 2015.

TNM
Histopatolégico 1 2 3 4 5 Total
Carcinoma inflamatorio 0 0 0 1 0 1
Carcinoma in situ 1 0 0 0 0 1
Carcinoma tubulopapilar 10 2 1 1 3 17
Carcinoma sélido 2 1 0 1 0 4
Carcinoma complexo 4 6 3 2 2 17
Carcinomassarcoma 1 0 0 0 0 1
Fibrossarcoma 0 0 1 0 0 1
Osteossarcoma 0 1 0 0 0 1
Total 18 10 5 5 5 43

A caracterizacdo da imunoexpressao de ciclooxigenase 2 (Cox 2) foi realizada
e verificou-se que nos tumores mamarios caninos a imunomarcacao tem distribuicédo
focal ou difusa com intensidade variavel (fraca, moderada ou intensa) e a média de
células marcadas nas neoplasias benignas, malignas e ndo lesdes neoplésicas foi
de 1,70/campo. A imunoexpressao se restringiu ao componente epitelial da glandula
mamaria. Nenhuma imunomarcacdo foi observada no componente mesenquimal,
representado pelas células mioepiteliais contréateis, fibroblastos ou tecido conjuntivo.

Dos 131 amostras analisadas, 37 (28,24%) nao apresentaram células
imunomarcadas e 94 (71,76%) apresentaram marcacdo positiva. Destas 94
amostras com marcacéao positiva, cinco (5,32%) eram les6es ndo neoplasicas e 89
(94,68%) neoplasias, sendo 12 (13,48%) benignas e 77 (86,52%) malignas (Figura
4).
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Figura 4. Frequéncia das lesbes em mamas de cadelas de acordo com o percentual
de células marcadas por Cox 2, Uberlandia, MG, 2015.

Somente as neoplasias malignas expressaram mais de 80% de células
marcadas e a maior frequéncia de expresséo foi entre 10 a 50%, observada em 32
(40,03%) amostras de 77 malignas que expressaram Cox 2. No entanto, ndo houve
diferenca entre a percentagem de células marcadas quando comparado tumores
malignos e benignos (p=0,90). Macréfagos presentes em alguns carcinomas
mamarios expressaram fortemente Cox 2 e foi considerado como controle interno
positivo.

Considerando a imunomarcacéo de Cox 2 em carcinomas (n=99) observou-se
que 76 (76,76%) amostras foram positivas. Das amostras com imunomarcacao
(n=76), 14 (18,42%) apresentaram numero de células marcadas menor que 10%, 31
(40,79%) entre 10 a 50%, 21 (27,63%) entre 51 a 80% e 10 (13,16%) mais de 80%
de células marcadas.

Dentre os carcinomas com imunomarcacao para Cox 2 (n=76), 35 (46,05%)
eram carcinomas simples e 39 (51,32%) complexos e apenas dois (2,63%)
carcinoma in situ. Dentre os carcinomas simples (n=35), 71,43% das amostras
apresentaram de 10 a 80% de células imunomarcadas para Cox 2, enquanto
48,71% dos carcinomas complexos apresentaram entre 10 a 50% de células

imunomarcadas (p=0,04) (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de amostras imunomarcadas por Cox 2 de acordo com o tipo
de carcinoma mamario simples e complexo de cadelas e o percentual de
marcacgao, Uberlandia, MG, 2015.

Quanto a imunomarcacéo celular de acordo com o tipo de carcinoma, 19
(41,30%) dos 46 carcinomas complexos e 10 (26,32%) dos 38 carcinomas
tubulopapilares apresentaram frequéncia de 10 a 50% de células epiteliais
neoplasicas marcadas (Figura 6). Enquanto nos carcinomas complexos nove
(19,56%) do total de 46 amostras marcaram menos de 10% das células em
detrimento dos carcinomas tubulopapilares, verificado em apenas trés (7,89%) de 38
mamas. Nos carcinomas tubulopapilares 10 (26,32%) de 38 nao apresentaram
marcagao enquanto nos carcinomas complexos, sete (15,21%) de 46 amostras. Por
fim, 11 (28,95%) de 38 amostras de carcinomas tubulopapilares apresentaram de 51
a 80% de células marcadas (Figura 7A/B) e nos carcinomas complexos seis
(13,04%) do total de 46. N&ao houve diferenca com relacdo ao percentual de células

marcadas comparando-se 0s tipos de carcinomas mamarios (p=0,15).
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Figura 6. Frequéncia de amostras imunomarcadas por Cox 2 de acordo com o tipo
de carcinoma mamario de cadelas e percentual de marcacao, Uberlandia,
MG, 2015.

Figura 7. Fotomicrografia de carcinoma tubulopapilar em mama de cadela com
imunomarcacao para Cox 2 pela técnica de imunohistoquimica. A. Notar
grupo de células epiteliais neoplasicas imunomarcadas, 100x, contra
coloragdo, Hematoxilina de Harris. B. As células epiteliais apresentam
citoplasma de coloragédo marrom (seta), indicando a presenca de enzima
Cox 2, 400x, contra coloragdo Hematoxilina de Harris.
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Quanto a intensidade de marcagcdo das células neopldsicas imunorreativas
para Cox 2, cinco (41,67%) das neoplasias benignas (n=12) apresentaram
intensidade de marcacéao fraca, trés (25%) moderada e quatro (33,33%) intensidade
forte. Enquanto as neoplasias malignas (n=77), 26 (33,77%) apresentaram
intensidade de marcacao fraca, 37 (48,05%) moderada e 14 (18,18%) tumores
intensidade forte de marcacéo.

Quanto a intensidade de marcacdo dentro do grupo de carcinomas, a
intensidade forte foi a menos frequente. E a intensidade moderada, a mais frequente
com excecdo do carcinoma in situ, carcinoma solido e carcinoma anaplasico (Figura
8). Utilizando o teste de comparacdo de propor¢cdes comparou-se 0 numero de
tumores de cada tipo de carcinoma que expressaram intensidade moderada de

imunomarcacéao e nao houve diferenca entre os diferentes tipos.
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Figura 8. Frequéncia de tipos de carcinomas de acordo com a intensidade de
marcacao e Cox 2 nas ceélulas epiteliais maméarias de cadelas,
Uberlandia, MG, 2015.

Considerando o escore de marcacdo, obtido pelo produto das células
marcadas e a intensidade, foram definidos dois grupos: marcacéo fraca e forte. Das

131 amostras, 111 (84,73%) foram consideradas como de marcacgao fraca e 20
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(15,27%) forte. Dentre as amostras de marcacgao fraca (n=111), 89 (80,18%) eram
neoplasias malignas, enquanto 16 (14,41%) neoplasias benignas e seis (5,41%)
lesbes ndo neoplasicas. Aquelas amostras com marcacdo forte (n=20), 18 (90%)
foram consideradas neoplasias malignas, uma (5%) benignas e uma (5%) lesdo néo
neoplasica (Figura 9). Nao houve correlagdo entre o escore de marcacdo e o

comportamento tumoral (p=0,50).
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Figura 9. Frequéncia de amostras de mama de cadelas de acordo com o escore de
imunomarcagao e o comportamento tumoral, Uberlandia, MG, 2015.

A correlacéo do escore de imunomarcacao (produto das células marcadas e a
intensidade) com os tipos histolégicos demonstrou que, com excecdo do processo
inflamatério, adenoma e carcinomas todas as outras lesBes expressam fraca
marcacgao para Cox 2. Nao houve correlagéo entre o escore de marcacao e o0s tipos
de histolégicos (p=0,80) (Figura 10).
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Figura 10. Frequéncia de tipos histoldgicos e escore de marcacédo de Cox 2 em

amostras de mama de cadelas, Uberlandia, MG, 2015.
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Ao correlacionar os tipos de carcinomas com 0O escore, a imunomarcacao

fraca foi mais frequente (Figura 11). Nao houve correlagdo entre o escore de

marcacao e os tipos de carcinomas (p=0,10).
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Figura 11. Frequéncia de tipos de carcinomas mamarios de cadelas de acordo com
escore de marcacao, Uberlandia, MG, 2015.
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Quanto a correlacdo da gradacao histolégica dos carcinomas e o escore de
marcagcdo de Cox, o escore fraco foi mais frequente (n=80) identificado em 31
(38,75%) amostras de carcinomas grau |, 39 (48,75%) grau Il e 10 (12,5%)
carcinomas grau lll. Em relagcdo ao escore forte (n=17), seis (35,29%) amostras
eram carcinomas grau |, 11 (64,71%) grau Il e nenhuma amostra do grau llI
apresentou escore forte de imunomarcagdo. N&o houve relagdo entre o grau
histolégico dos carcinomas e o escore de marcacao para Cox 2 (p=0,24).

Ao correlacionar o estadiamento clinico das cadelas (n=43) e o0 escore de
imunomarcacao para Cox 2, nenhuma cadela apresentou imunomarcagéo forte no
estadiamento IV e V (Figura 12). N&o houve correlacdo entre o escore de marcacao
e 0 TNM dos animais (P=0,45).

®m Marcagao fraca = Marcagéo forte
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Figura 12. Frequéncia de cadelas de acordo com o TNM e escore de
imunomarcacao de Cox 2, Uberlandia, MG, 2015.

O tamanho e o envolvimento linfonodal de 43 cadelas incluidas no TNM foi
correlacionados com a imunoexpressao de Cox 2. Quanto ao tamanho e o escore de
imunomarcacdo, 34 (79,07%) cadelas apresentaram escore fraco, destas 14
(41,18%) apresentaram tamanho menor que trés centimetros, 12 (35,29%) animais
com nodulos de tamanho trés a cinco centimetros e oito (23,53%) cadelas com

tumores maiores que cinco centimetros. O escore de marcagéao forte foi identificado
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em nove animais (20,93%), cinco (55,56%) cadelas tinham tumores com menos de
trés centimetros, trés (33,33%) com tamanho de trés a cinco centimetros e apenas
uma (11,11%) cadela com noédulo maior que cinco centimetros. Nao houve
correlacédo entre o tamanho tumoral e o escore de marcacéao (p=0,64).

Quanto a presenca de metastase em linfonodo e o escore de marcacdo de
Cox 2, os animais com metastase em linfonodo (n=8), todos apresentaram
imunomarcacédo fraca enquanto aqueles animais com auséncia de metastase em
linfonodo (n=35), 26 (74,29%) cadelas apresentaram imunomarcacéao fraca e nove
(27,71%) apresentaram marcacao forte para Cox 2. Ndo houve correlacdo entre o
envolvimento de linfonodo e 0 escore de marcagao para Cox 2 (p=0,25).
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5 DISCUSSAO

As neoplasias mamarias acometem principalmente cadelas adultas e idosas,
com baixa incidéncia em animais menores que dois anos. As média de idade
relatadas na literatura sdo 10,17 (TORIBIO, 2012), 10,2 (CASSALI et al., 2009) e
10,6 (GUIMARAES, 2012;), semelhante a observada nas cadelas desse estudo (X=
10,3 anos). A idade é considerada como um fator de risco para neoplasias mamarias
em cadelas e Sorenmo et al. (2011) verificaram que a média de idade dos animais
com tumores benignos era inferior a média dos animais com tumores malignos.

Com relacdo a localizacdo, no presente estudo as mamas inguinais,
abdominais caudais e abdominais craniais foram as mais acometidas. As mamas
inguinais e abdominais caudais sdo geralmente as mais acometidas, devido a maior
quantidade de parénquima mamario, podendo sofrer maior alteracdo proliferativa em
resposta aos hormonios (FELICIANO et al., 2012; MISDORP, 2002).

A drenagem linfatica, normalmente, ocorre para o linfonodo regional
ipsilateral. Ainda ha possibilidade de alteracdo da drenagem linfatica para glandula
ou linfonodo contralateral nos casos de neoplasias mamarias (PEREIRA et al., 2003;
PEREIRA et al., 2008). Entretanto na mama abdominal cranial essa drenagem é
mista (linfonodo axilar e inguinal) (BRAGULLA e KONIG, 2004). Neste estudo,
20,56% dos nodulos ocorreram na mama abdominal cranial. Cadelas com essas
mamas acometidas por neoplasias devem ser especialmente inspecionadas para
investigacéo de alterag6es morfoldgicas tanto no linfonodo axilar como no inguinal.

O tamanho do tumor parece ter relagdo com a sobrevida. Philibert et al.
(2003) demonstraram que cadelas cujos tumores tinham menos de 3 cm de diametro
tiveram um tempo de sobrevida (média de 22 meses) maior em relacdo a cadelas
com tumores superior a 3 cm de didmetro (média 14 meses).

O tamanho tumoral & considerado um fator de progndstico importante para
cadelas (CASSALI et al., 2011). Cadelas com tumores menores que trés centimetros
e sem envolvimento linfonodal também apresentam prognostico melhor quando
comparados com aquelas com neoplasias maiores e ou que ja apresentam
metastase para linfonodo (FERREIRA et al., 2009).
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O tamanho menor que trés centimetros foi observado em 57,32% dos nddulos
mamarios das cadelas deste trabalho. Essa percentagem foi superior a aquela
verificada por Ferreira et al. (2009) que relataram percentagem de 18%, enquanto
Toribio et al. (2012) encontraram percentagem de 20% de tumores. Por outro lado,
todos os tumores mamarios estudados por Millanta et al. (2006) apresentaram-se
menores que trés centimetros.

Tumores mamarios estdo entre 0s mais comuns processos neoplasicos em
cadelas e mais de 50% deles sdo malignos (LAVALLE et al., 2009). No presente
trabalho, verificou-se 82,44% de neoplasias malignas. Entretanto, frequéncias
maiores de neoplasias malignas sado observadas, podendo a mesma variar de
63,93% a 84,51% (ZUCCARI et al., 2002) e até mesmo 90,9% como observado por
Toribio et al. (2012) na Bahia. Esta maior frequéncia de tumores malignos mamarios
pode se correlacionar a carcinogénese. Em alguns casos, ha uma progressao das
lesbes pré neoplasicas para tumores benignos e, finalmente, para neoplasias
agressivas e invasivas (MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2004).

Neste estudo, os carcinomas mais frequentes foram carcinoma complexo,
carcinoma tubulopapilar e carcinoma sdlido. As caracteristicas histopatolégicas das
neoplasias revelam diferentes comportamentos bioldgicos. Na mulher, assim como
na cadela, os carcinomas tubulares sdo mais invasores que outros carcinomas,
devido a diferenciacdo celular. Histologicamente, a glandula mamaria é do tipo
tubulo-alveolar e ao se tornar neoplasica, as células modificam-se morfologicamente
e tornam-se diferentes das células originais. Com a continuidade do processo
neoplasico, as células passam a ser indiferenciadas, caracterizando a malignidade
do tumor (MISDORP, 2002).

Os carcinomas simples foram mais frequentes neste trabalho verificado em
39% das amostras de mamas de cadelas com neoplasia. Karayannopoulou et al.
(2005) também relataram carcinomas simples como mais frequentes, seguido de
carcinoma em tumor misto e o carcinoma complexo. Ferreira et al. (2009) também
encontraram carcinoma simples como o mais frequente seguido do tumor misto
benigno. As neoplasias malignas de mama tem potencial metastatico que é
influenciado pelo tipo tumoral, diferenciacéo histolégica e varios fatores prognosticos
clinicos (SORENMO, 2003). Carcinoma in situ e adenocarcinomas tem os melhores
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prognosticos e o carcinoma anaplasico e carcinoma inflamatério, tém piores
prognosticos (MISDORP, 2002). J& o progndstico para o tumor misto maligno € ruim
e a maioria dos cdes desenvolve metastase dentro do primeiro ano (BENJAMIN et
al., 1999).

O carcinoma complexo € um tipo histolégico comum encontrado em mama de
cadelas. Este é constituido pelo componente epitelial e também mioepitelial, ambos
neoplasicos. O componente mioepitelial pode sofrer metaplasia escamosa ou ainda,
se diferenciar formando cartilagem (MISDORP, 2002). Cassali et al. (2014)
consideram a presenca de matriz mixoide ou tecido cartilaginoso em mamas
neoplasicas como carcinomas em tumor misto.

A classificacdo histologica dos tumores mamarios, usada em medicina
veterinaria, ainda ndo é consensual, pois na tentativa de prever o comportamento
biolégico da lesdo, diferentes métodos de classificacdo séo utilizados (QUEIROGA E
LOPES, 2002). Sendo assim torna-se dificil as comparacdes de resultados
encontrados com a literatura.

No presente trabalho, 35,11% das amostras de mamas neoplasicas foram
diagnosticadas como carcinoma complexo. Tumores mistos sdo frequentes e é
incerto se surgem a partir de tecido mioepitelial neoplasico, ha hipéteses que se
desenvolvam a partir do tecido conjuntivo intralobular, ou a partir de tumor misto
benigno pré-existente (MISDORP et al., 2002). Essa transformacdo maligna déa
origem aos carcinomas em tumores mistos “in situ”, ainda delimitados pelas células
mioepiteliais, ou invasores, cuja progressdo tumoral encontra-se mais avancada
(BERTAGNOLLI et al., 2009).

Além da classificacdo das lesbes histopatoldgicas, € importante determinar a
gradacdo das neoplasias (formacdo de tubulos, grau nuclear e contagem de
mitoses) (ZUCCARI et al., 2008), pois a gradacdo e o tipo histoldégico estdo
relacionados com o prognéstico (LAVALLE et al., 2009). A maioria dos carcinomas
no presente estudo apresentou grau Il e somente 10,31% apresentou grau Ill.
Karayannopoulou et al. (2005) verificaram que carcinomas complexos de graus | e Il
apresentaram bom prognostico, enquanto carcinoma tubular grau I, pior
prognostico. Além disso, carcinomas diferenciados de grau | e Il apresentaram sete

vezes risco de morte, enquanto os carcinomas indiferenciados grau lll, 21 vezes.
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O carcinoma complexo que foi o tipo histolégico mais frequente deste trabalho
apresentou graduacédo Il mais frequente. E somente duas (4,35%) amostras foram
classificadas grau Ill. Mendes et al. (2007) ao comparar tipo histolégico de tumores
mamarios e graduacao observaram que o carcinoma complexo o mais frequente,
apresentou com maior frequéncia grau de malignidade | e nenhuma amostra grau lll,
assim como Karayannopoulou et al. (2005).

O carcinoma tubulopapilar foi 0 segundo tumor mamario mais frequente neste
estudo sendo que 50% desses tumores foram classificados grau Il e 44,73% grau |.
Esses dados sao diferentes daqueles apresentados por Karayannopoulou et al.
(2005) que verificaram que o0s carcinomas simples apresentaram com maior
frequéncia (50,9%) grau Ill. Porem Mendes et al. (2007) evidenciaram nos
carcinomas simples (tubulopapilar) uma maior apresentacdo do grau | (54,1%) e
grau 1l (37,84%) remetendo que dentre os carcinomas simples, o tubulopapilar
apresenta menor malignidade.

Dentre os diversos fatores progndésticos em tumores mamarios caninos estao
o tamanho tumoral, a condicdo dos linfonodos e o estadiamento do paciente. A
pratica combinada de estadiamento (TNM) e a avaliagdo das -caracteristicas
histologicas € ferramenta Gtil para a determinacdo do progndstico dos tumores
mamarios caninos (LAVALLE et al., 2009). No presente estudo, 42,50% das cadelas
com carcinomas mamarios, foram estadiadas no grau |. Esses dados diferem de
estudos de Toribio et al. (2012) que identificaram apenas 27,7% das cadelas na
classificagdo TNM grau | e 36,6% no grau Il. Quanto ao envolvimento nodal 18,60%
dos animais apresentaram metastase em linfonodos, diferindo de Oliveira Filho et al.
(2010) que observaram 29,5% das cadelas com tumor maligno apresentando
metastase para linfonodos.

Das cadelas com carcinoma complexo mamario, 76,47% estavam dentre os
graus | a Ill de TNM, ou seja, ndo apresentavam comprometimento linfonodal
enquanto, 23,53% dos animais apresentaram grau IV e V. Quanto aos carcinomas
tubulopapilares, 76,47% dos animais também estavam entre graus | e lll e 23,53%
no grau IV e V. O comprometimento dos linfonodos é considerado importante fator
prognoéstico, pois 85,7% dos cdes com metastases em linfonodos apresentam
sobrevida inferior a dois anos (KARAYANNOPOQOULOU et al., 2005).
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Oliveira et al. (2010) relataram que os tipos histoldégicos mais frequentes em
metédstases para linfonodos foram carcinoma simples (50%), carcinossarcoma
(25%), tumor misto maligno (8,3%), carcinoma complexo (8,3%) e carcinoma em
tumor misto (8,3%). Na literatura é relatado que os carcinomas simples apresentam
maior risco de metastases, entretanto no presente trabalho esse fato ndo ocorreu,
possivelmente relacionado ao fato da maioria dos ndédulos maméarios serem de
menor tamanho, indicando precocidade no diagndstico e tratamento cirdrgico das
neoplasias mamarias.

A utilizacdo de marcadores moleculares é uma pratica importante na
oncologia veterinaria. Por meio da imunohistoquimica € possivel detecta-los nas
neoplasias e determinar prognostico e tratamento (ZUCCARI et al. 2008). A
ciclooxigenase 2 (Cox 2) € considerada um importante marcador molecular
prognostico relacionado com progressao tumoral, apesar do papel em tumores
mamarios de cadelas ndo estar bem estabelecido (QUEIROGA et al., 2010). Neste
estudo, a imunomarcacdo de Cox 2 se restringiu ao componente epitelial da
glandula mamaria. Marques (2013) observou imunorreatividade na membrana
citoplasmatica das células epiteliais neopladsicas, assim como nas células
mioepiteliais. Porem este autor utilizou clone de anticorpos diferentes para
expressdo da Cox 2, reforcando a necessidade de padronizacdo de técnicas em
estudos imunohistoquimicos para neoplasias mamarias (PENA et al., 2013).

Nos diversos estudos com Cox 2 em tumores mamarios em cadelas verifica-
se que a percentagem de imunomarcacao € variavel. Ha referéncia de percentagens
de positividade de 7,1% a 24% para tumores benignos e de 56% a 76,2% para
tumores malignos (DORE et al., 2003; HELLER et al., 2005; QUEIROGA et al.,
2010). No presente trabalho verificou-se imunoexpresséo para a Cox 2 em 71,75%
das amostras dentre neoplasias benignas, malignas e lesbes ndo neoplasicas. A
marcacao de macréfagos foi observada assim como Doré et al. (2003).

A expressdo de Cox 2 tem relacdo com o progndstico nos carcinomas
mamarios na mulher (QUEIROGA et al., 2011). Provavelmente o0 mesmo acontece
em cadelas, entretanto neste trabalho n&o houve diferenga significativa entre

amostras de neoplasias benignas ou malignas.
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No presente estudo 76,77% dos carcinomas mamarios imunoexpressaram
Cox 2. Heller et al. (2005) observaram 56% de carcinomas mamarios expressando
Cox 2 enquanto Nowak et al. (2005) relataram 74%. Por outro lado, Millanta et al.
(2006) e Queiroga et al. (2010), verificaram imunoexpressao de Cox 2 em 100% das
amostras de carcinomas.

N&o houve diferenca entre a percentagem de células marcadas quando
comparado tumores malignos e benignos, assim como observado por Queiroga et al.
(2010). Porem Doré et al. (2003) relataram diferenca no numero de células
marcadas para Cox 2 de adenomas e adenocarcinomas, sendo estes com maior
ndmero de células marcadas.

Com relacdo ao numero de células marcadas, 31,31% dos carcinomas
apresentaram entre 10 a 50% positivas, sendo o carcinoma complexo o mais
frequente para esta percentagem. Este valor foi semelhante ao identificado por
Guimarédes (2012) que relatou 37,2% de neoplasias mamarias com 10 a 50% de
células imunomarcadas para Cox, porem 0s carcinomas simples foram mais
frequentes. Neste trabalho, 37,15% dos carcinomas simples expressam de 51 a
80% de células imunomarcadas, assim como Queiroga et al. (2010) que observaram
33,33% de carcinomas simples de cadelas com a mesma percentagem de células
expressando Cox 2.

A intensidade de marcacdo positiva, identificada pela coloracdo marrom
acastanhada granular citoplasmatica das células neoplasicas, foi considerada
moderada nos carcinomas mamarios das cadelas do presente trabalho. Guimaraes
(2012) também verificou intensidade moderada de imunomarcacdo celular nos
carcinomas mamarios. Entretanto, a intensidade de coloracdo é variavel de acordo
malignidade da neoplasia (DORE et al., 2003; HELLER et al.,2005). Millanta et al.
(2006) observaram que a intensidade de marcagéo € mais intensa nos tumores mais
indiferenciados.

O escore de marcacao fraco foi 0 mais frequente no presente trabalho, assim
como observado por Doré et al. (2003) que identificaram 82,1% das amostras de
carcinomas mamarios com escore fraco. Nao houve correlagdo entre o escore de
marcacao e o comportamento tumoral. Entretanto, neste estudo 90% das amostras

com marcacéo forte eram neoplasias malignas.
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Queiroga et al. (2010) observaram escore de marcacdo fraca em somente
29,63% das amostras e estes autores também ndo observaram associagdo entre o
escore de marcacao e o tipo histoldgico. A diferenca de marcacdo nas células de
acordo com o tipo histologico deve-se ao comportamento biolégico de cada tumor
(HELLER et al., 2005; MARQUES, 2013). S&o possiveis ainda, diferencas nas
marcacdes devido ao uso de diferentes anticorpos, técnicas de imunohistoquimica e
a grande heterogeneidade dos tumores analisados (QUEIROGA et al., 2010).

A gradacao histologica assim como a imunomarcag¢ao de Cox 2 em tumores
mamarios de cadelas sdo considerados fatores de prognéstico (CASSALI et al.,
2009, KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Assim como no presente trabalho,
Guimaraes (2012) verificou que imunomarcacao fraca para Cox é mais frequente
principalmente nos carcinomas de grau | e Il. Ao contrario de Guimarées (2012) que
observou imunomarcacéo forte em 53,85% dos carcinomas grau lll, os carcinomas
grau Il do presente trabalho ndo apresentaram marcacgao forte.

Ao contrario do esperado, ndo foi evidenciado marcacdo no Unico tumor
diagnosticado como carcinoma inflamatorio. Esperava-se identificar elevado numero
de células imunomarcadas, ja que esse tipo € considerado muito agressivo
(CASSALI et al.,, 2014). No processo de progressao tumoral, as células podem
perder a capacidade de sintetizar a Cox 2, assim como acontece, com a perda dos
receptores de estrogeno e progesterona nos carcinoma mamario de progndstico
ruim (PELETEIRO, 1994).

Em trabalhos que também avaliam a imunomarcacédo de Cox 2 em neoplasias
mamarias de cadelas, o tamanho mais frequente dos tumores foi menor que trés
centimetros (GUIMARAES, 2012; MARQUES, 2013). Assim como no presente
trabalho, Millanta et al. (2006) ndo observaram correlacéo entre a expressao de Cox
2 e o tamanho do tumor. Entretanto Cassali et al. (2009), Guimardes (2012) e
Marques (2013) verificaram correlagdo positiva entre essas duas variaveis, ou seja,
a expressao de Cox 2 aumentava de acordo com o tamanho do tumor.

Quanto a presenca de metastase em linfonodo e o escore de marcagéo, 0s
animais com metastase em linfonodo apresentaram imunomarcacdo fraca,
entretanto Guimaréaes (2012) verificou com maior frequéncia a alta imunorreatividade

de Cox 2 em animais com metastase linfonodal. Cassali et al. (2009) observaram a
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correlacdo positiva entre a expressao de Cox 2 e o envolvimento linfonodal. Nos
animais sem metastase em linfododo a imunomarcacao fraca foi mais frequente,
resultados semelhantes aos observados por Guimardes (2012) em que nesses
casos héa baixa expressao foi mais frequente.

Apesar dos estudos existentes, o papel da Cox 2 na progressao de carcinoma
mamario canino precisa ser melhor elucidado. Além disso, deve-se investir na

avaliacao do beneficio terapéutico de inibidores da Cox 2 como quimiopreventivos.
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6 CONCLUSOES

Em cadelas, a imunomarcacéo de Cox 2 ndo demonstrou ser um bom fator de
prognoéstico, visto que o tipo histolégico e a imunomarcacdo para Cox 2 nao

apresentam correlagéo, assim como o tamanho e o envolvimento linfonodal.
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