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RESUMO

As neoplasias mamarias séo o terceiro tipo mais frequente de neoplasias em felinos
e a busca por fatores prognosticos para este tipo de tumor nas gatas tem se
intensificado nos ultimos anos, dada sua alta frequéncia e relevancia na clinica de
felinos. Dentre os marcadores imunohistoquimicos utilizados para progndstico
destaca-se o receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (Human
Epidermal Growth Factor Receptor type 2 — Her-2) que em mulheres esta associado
a um pior prognostico. Objetivou-se avaliar a expressdo de Her-2 em hiperplasias e
neoplasias mamarias, benignas e malignas, de gatas e relacionar a expressao ao tipo
e grau histolégico dos carcinomas mamarios. Foram selecionados 38 casos de
neoplasias e hiperplasias mamarias de gatas, no periodo de 2006 a 2016. A partir dos
protocolos selecionados obteve-se informagdes epidemioldgicas e caracteristicas
macroscopicas das lesdes nas mamas. Os tumores foram individualmente
classificados e graduados histologicamente por dois patologistas. A expressao de Her-
2 foi determinada por imunohistoquimica, por meio de analise semi quantitativa das
laminas conforme escore recomendado pelo Herceptest (Dako). Utilizou-se Teste Qui-
quadrado (x2) para avaliagdo da relagao entre expressdo de Her-2 e tipo de leséao
mamaria, tipos histologicos de carcinoma e grau histolégico (P<0,05). A idade média
dos animais foi de 8,5 anos e as gatas jovens foram acometidas somente por
hiperplasias e neoplasias benignas. Gatas sem raga definida foram mais acometidas
(84,37%), seguida por siamés (9,37%) e persa (6,25%). Quanto a classificacao
histoldgica, 18,42% das lesbes mamarias foram classificadas como hiperplasia,
18,42% como adenoma e 63,16% foram classificadas como carcinoma. O tipo de
carcinoma mais comum foi o carcinoma tubulopapilar (66,7%), seguido por carcinoma
sélido (25%) e carcinoma cribriforme (8,33%). Observou-se superexpressao de Her-2
em 4 amostras (16,7%) de carcinoma do tipo tubulopapilar, sendo dois carcinomas
grau | e dois graduacao I, todavia ndo houve relagéo entre a expressao de Her-2 e o
tipo de lesdo mamaria (p=0,3127), tipo de carcinoma (0,3467) ou grau histolégico
(0,6485). Conclui-se que o percentual de carcinomas mamarios de gatas que
expressam Her-2 € menor que no cancer de mama da mulher e ndo houve relagao
entre grau e tipo histologico e expressao de Her-2.

PALAVRAS-CHAVE: c-erbB-2/neu, felino, neoplasia mamaria.

ABSTRACT



Mammary neoplasms are the third most frequent type of neoplasm in felines and the
search for prognostic factors for this type of tumor in cats has intensified in recent
years, given its high frequency and relevance in feline clinics. Among the
immunohistochemical markers used for prognosis, the Human Epidermal Growth
Factor Receptor type 2 (Her-2) receptor, which in women is associated with a worse
prognosis, stands out. The objective of this study was to evaluate the expression of
Her-2 in hyperplasias and benign and malignant neoplasms of cats and to relate the
expression to the type and histological grade of mammary carcinomas. Thirty-eight
cases of neoplasia and mammary hyperplasia of cats were selected from 2006 to 2016.
From the protocols selected, epidemiological information and macroscopic
characteristics of mammary lesions were obtained. Tumors were individually classified
and graded histologically by two pathologists. Her-2 expression was determined by
immunohistochemistry, using a semi-quantitative analysis of the slides according to
the Hercepest (Dako) recommended score. The Chi-square test (x2) was used to
evaluate the relationship between Her-2 expression and type of mammary lesion,
histological types of carcinoma and histological grade (P <0.05). The mean age of the
animals was 8.5 years and young cats were affected only by benign hyperplasias and
neoplasms. Undefined cats were more affected (84.37%), followed by Siamese
(9.37%) and Persian (6.25%). Regarding the histological classification, 18.42% of the
mammary lesions were classified as hyperplasia, 18.42% as adenoma and 63.16%
were classified as carcinoma. The most common type of carcinoma was
tubulopapillary carcinoma (66.7%), followed by solid carcinoma (25%) and cribriform
carcinoma (8.33%). Her-2 overexpression was observed in 4 samples (16.7%) of
tubulopapillary carcinoma, two carcinomas grade | and two degrees I, but there was
no relationship between Her-2 expression and type of mammary lesion (P = 0.3127),
carcinoma type (0.3446) or histological grade (0.6485). It is concluded that the
percentage of female mammary carcinomas expressing Her-2 is lower than in women's
breast cancer and there was no relation between grade and histological type and Her-
2 expression.

KEY WORDS: c-erbB-2 / neu, feline, mammary neoplasia.
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1. INTRODUCAO

A longevidade dos animais domeésticos tem aumentado consideravelmente
devido a melhor qualidade de vida, melhor nutricdo e vacinas e tratamentos para
doengas infecciosas que anteriormente eram letais. Com este aumento, nota-se

também maior incidéncia de neoplasias (GIORGI, 2012).

Os tumores mamarios sao o terceiro tipo de neoplasia mais frequente em gatas
(MACEWEN, 1990), correspondendo a 17% das neoplasias nesta espécie (SEIXAS
et al., 2011). Dentre esses, o tipo mais frequente € o carcinoma tubulopapilar, seguido
pelo carcinoma soélido e carcinoma cribriforme (MISDORP et al., 1999). Lesdes
proliferativas ndo-neoplésicas, como as hiperplasias, sdo alteragbes de mama
comuns em gatas e que podem ser confundidas com tumores. Dentre estas destaca-
se a hiperplasia fibroepitelial, cuja etiologia esta relacionada ao uso de progestagenos
(CARPENTER, 1987).

Muitos fatores progndsticos ja estao estabelecidos para estes tumores como:
estadio clinico, tamanho tumoral (ITO et al.,, 1996), grau histolégico (HUGHES,
DOBSON, 2012; DE CAMPOS et al., 2015), taxa de mitose (HUGHES, DOBSON,
2012; PREZIOSI et al.,, 2002) e invasado linfovascular (SEIXAS et al., 2011).
Entretanto, Hughes e Dobson (2012) destacam a necessidade de investigacdo de
marcadores imunohistoquimicos tanto para fornecer informacoées clinicas quanto para

entender a patogénese molecular das neoplasias.

O proto-oncongene Her-2 (fator de crescimento epidérmico humano 2) é
responsavel pela codificagdo de uma glicoproteina transmembrana que atua como
receptor de fator de crescimento e apresenta atividade de tirosina quinase especifica.
A ativacao de Her-2 leva a diminuigdo de apoptose, proliferagéo celular, promogéo da
angiogénese e maior ocorréncia de metastase (GLEICH e SALAMONE, 2002).

Em mulheres, a superexpressdo de Her-2 em tumores mamarios esta
relacionada a ocorréncia de metastases (DHINGRA et al., 1996), maior taxa de
recidiva e mortalidade (WOLFF et al., 2007). Apesar disso, pacientes cujos tumores
superexpressam Her-2 respondem positivamente ao tratamento com trastuzumab, um
anticorpo monoclonal humanizado (HONIG et al., 2011). Em cadelas, a positividade
para Her-2 esta associada a maior pleomorfismo nuclear, maior grau histoldgico e
maior taxa de mitoses (DUTRA et al., 2004), todavia Hsu et al. (2009) observaram



associacao da superexpressdao com maior sobrevida e Ressel et al. (2013)
questionam o valor prognéstico deste em cadelas, uma vez que lesdes nao

neoplasicas também superexpressaram Her-2.

Em gatas, aproximadamente 10% dos tumores mamarios superexpressam Her-
2 e essa expressao esté relacionada a maior tamanho do tumor, maior grau histolégico
(ORDAS et al., 2007) e menor sobrevida (ORDAS et al., 2007; DE CAMPOS et al.,
2015, MILLANTA et al., 2005). Por outro lado, Rasotto et al. (2011) descrevem que
tumores malignos e benignos nao apresentam diferencas na expressao de Her-2,
questionando o envolvimento deste na carcinogénese e seu valor como fator de

progndstico em gatas.

Os carcinomas mamarios em gatas apresentam semelhancas ao cancer de
mama na mulher, quanto a histopatologia (PEREZ-ALENZA et al., 2004), padrdo
metastatico (MACEWEN, 1990) e auséncia de dependéncia hormonal (DE LAS
MULAS et al., 2000), indicando que a gata pode ser um modelo animal adequado para
o cancer de mama em mulheres (DE MARIA et al.,, 2005). Todavia, trabalhos
abordando Her-2 em gatas ainda sao escassos e mais estudos sdo necessarios para

esclarecer seu papel como fator prognéstico.

Objetivou-se avaliar a imunoexpressao de Her-2 em hiperplasias, neoplasias
benignas e malignas em gatas e relacionar essa expressao ao tipo e grau histolégico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia

As gatas possuem quatro pares de mamas dispostas desde a regiao axilar até
a regiao inguinal, sendo denominadas toracica cranial, toracica caudal, abdominal
cranial, abdominal caudal (RAHARISON e SAUET, 2006). A mama é composta por
glandulas sudoriparas modificadas contendo ductos que ligam massas de epitélio
secretor envolvido por tecido conjuntivo, gordura, vasos e nervos (DYCE, 2004).

Quanto a drenagem linfatica, inicialmente foi descrito que as glandulas

mamarias toracicas drenavam para o linfonodo axilar, enquanto as abdominais para o
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linfonodo inguinal (SILVER, 1966). Entretanto, Raharison e Sauet (2006)
demonstraram que a drenagem da glandula toracica caudal ocorre com maior
frequéncia para o linfonodo axilar, podendo ainda drenar para o linfonodo inguinal,
enquanto a glandula abdominal cranial usualmente drena para o linfonodo inguinal,
todavia a drenagem pode ocorrer em ambas direcées. Além disso, as glandulas
toracicas podem ainda drenar para o linfonodo esternal.

2.2 Histologia

A glandula mamaria € um sistema tubulo-alveolar composto, suportado por
estroma de tecido conjuntivo e coberto por pele ligeiramente modificada. Na fémea
nao lactante, a mama é ocupada predominantemente por estroma relativamente
denso, gordura e tecido glandular (SILVER,1966).

O parénquima da glandula mamaria é composto por células epiteliais
secretoras que formam os alvéolos mamarios. Estes drenam para ductos pequenos
que se unem a ductos maiores até desembocarem em uma cisterna ou diretamente
no teto (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

As células mioepiteliais, recobrem os alvéolos e ductos e sdo responsaveis pela
ejecao de leite. Os alvéolos sdo agrupados em lobulos, envolvidos por um septo de
tecido conjuntivo, enquanto ao agrupamento de |6bulos da-se o nome de lobos, estes
também rodeados por tecido conjuntivo. Apesar de comumente o conjunto de lobos
ser chamado de glandula mamaria, cada lobo é de fato uma glandula (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2000).

Uma particularidade da gata € que o teto é constituido por trés camadas:
exterior, interior longitudinal e circular média, enquanto a cadela s6 possui 2 camadas
(interna circular e externa longitudinal). Além disso, a gata possui 4 a 8 ductos,
enquanto a cadela possui 8 a 20. Em ambas as espécies, o teto é composto por
musculo liso, desprovido de glandulas sudoriparas e a extremidade é protegida pelo
musculo esfincter (SILVER,1966).

2.3 LesoGes nao neoplasicas
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As lesbGes nao neoplasicas que ocorrem na glandula mamaria de gatas sao
cistos, ectasia ductal, fibrose, hiperplasia ductal e lobular e alteracao
fibroadenomatosa, sendo esta ultima a mais frequente (MISDORP et al., 1999).

Enquanto os cistos sdo cavidades revestidas por células epiteliais sem
conteudo necrdético, a ectasia ductal é a dilatacao cistica de ductos com acumulo de
debris necroticos, variavel nimero de macréfagos espumosos misturados com
material lipidico e fendas de colesterol. Ja as hiperplasias, sao proliferacées de células
epiteliais, sendo que a hiperplasia ductal ocorre dentro do ducto, algumas vezes
levando a oclusédo do lumem e a hiperplasia lobular ocorre nos Iébulos (MISDORP et
al., 1999; GOLDSCHMIDT et al., 2011).

A alteragdo fibroadenomatosa, também chamada hiperplasia fibroepitelial
(CARPENTER, 1987), hipertrofia mamaria felina, alteragéao fioroadenomatosa total ou
parcial, adenomatose mamaria felina (HAYDEN et al., 1981) ou fibroadenoma juvenil
(NIELSEN, 1993) tem etiologia associada a utilizagdo de progestagenos naturais ou
sintéticos. Macroscopicamente, uma ou mais mamas se apresentam aumentadas,
macias ou flutuantes e a pele que recobre a mama pode estar avermelhada (LORETTI
et al., 2004). Na histologia, nota-se proliferacdo de ductos mamarios rodeados por
estroma fino e abundante (MISDORP, 2002)

2.4 Neoplasias mamarias na gata

As neoplasias mamarias benignas em gatas sao classificadas como papiloma
ductal e adenoma simples, ambas com proliferagdo benigna da porcao epitelial,
adenoma complexo, quando ocorre proliferacdo das células mioepiteliais e
fibroadenoma, que é a proliferagédo de células epiteliais luminais e células do estroma
(MISDORP et al., 1999).

As fémeas felinas sdo mais acometidas por tumores mamarios, no entanto 2%
das neoplasias sdo diagnosticadas em gatos machos. A maioria dos tumores
mamarios sdo malignos, com propor¢do benigno:maligno variando de 1:9 (HAYES;
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MILNE; MANDELL, 1981) até 1:14,27 (TOGNI et al., 2013) sendo o carcinoma o tipo

histol6gico mais comum.

Gatas castradas antes dos 6 meses tém reducdo de 91% do risco de
desenvolver carcinomas mamarios em comparagdo a gatas ndo castradas e a
esterilizacdo apdés 1 ano tém reducdo de 86% do risco (OVERLEY et al., 2005).
Ademais, a administracao regular de progestagenos foi associada a um maior risco
de ocorréncia de tumores malignos e benignos (MISDORP, ROMIJN, HART, 1990).

Conforme Hayes, Milne e Mandell (1981) gatas da raca siamesa sdao mais
acometidas com neoplasias mamarias, enquanto Costa (2010) descrevem a raca
Europeu Comum como mais prevalente em Portugal. Togni et al. (2013) e Cunha et
al. (2016) em estudos realizados no Brasil descrevem maior ocorréncia em gatas sem

raca definida.

2.5 Classificacao e graduacao

A classificagdo mais utilizada para neoplasias mamarias em gatas é a do
Instituto de Patologia das Forcas Armadas - Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(MISDORP et al.,, 1999). Nela, os tumores sao classificados como: carcinoma
tubulopapilar, quando as células neoplasicas se dispdem em tabulos e papilas;
carcinoma sélido, quando as células formam uma massa compacta, dispostas em
manto e carcinoma cribriforme, no qual as células epiteliais apresentam espacos entre
elas, com aspecto de peneira. Quando a neoplasia esta circunscrita pela membrana
basal, atribui-se a classificagdo de carcinoma in situ. Outras classificagbes menos
frequentes s&o carcinoma de células escamosas, carcinoma Mmucinoso,

carcinossarcoma e carcinoma adenoescamoso.

Alguns autores como De Campos et al. (2015) e Seixas et al. (2011) utilizam
uma adaptacao da classificagdo da OMS, incluindo o tipo histol6gico carcinoma em
tumor misto, quando o carcinoma tubulopapilar, sélido ou cribriforme era
acompanhado de proliferacao mioepitelial com formacao de matriz mixoide, condroide
ou cartilaginosa. Ja Manesh et al. (2014) utilizou a classificagdo proposta por Rosen
e Oberman (1993) para tumores de glandula maméaria de mulheres.
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Com relacao a agressividade dos tipos histolégicos de carcinomas mamarios,
Mills et al., (2015) descrevem o carcinoma cribriforme como o mais agressivo (média
de sobrevida 10 meses), seguido pelo carcinoma soélido (média 36 meses) e

carcinoma tubulopapilar (média de 61 meses).

Goldschmidt et al. (2016) relataram que o carcinoma inflamatério mamario
felino e o carcinoma micropapilar invasivo felino, recentemente descritos, estao
associados a menor sobrevida (4 a 5 meses), enquanto que os carcinomas ductais e
carcinomas papilares intraductais tém um comportamento menos agressivo (média de

35 meses de sobrevida).

Para graduacdo histoldgica destes tumores, o método mais amplamente
utilizado é o proposto por Elston e Ellis (1993), onde o grau histolégico é obtido a partir

de formacao tubular, pleomorfismo e numero de mitoses (Tabela 1).

Tabela 1. Graduacao histoldgica de tumores mamarios segundo Elston e Ellis (1993).

Caracteristica Escore

Formacao tubular

Maioria do tumor (>75%) 1
Moderada (10-75%)

Pequena ou nenhuma (<10%)

Pleomorfismo nuclear

Discreto 1
Moderado

Marcado 3
Mitoses

0a8 1
9a16

>17 3

3-5: Grau [; 6-7: Grau Il; 8-9: Grau Ill.

2.6 Fatores de prognostico
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Muitos estudos tém sido realizados no sentido de estabelecer fatores
prognésticos para neoplasias mamarias felinas. Sabe-se que animais que apresentam
tumores maiores que 3 cm possuem menor sobrevida (ITO et al., 1996). Mills et al.
(2015) também descrevem maior sobrevida associada a tumores menores que dois
centimetros (média de 51 meses), enquanto animais com tumores maiores que 2 cm
apresentaram média de 19 meses de sobrevida. Por outro lado, Viste et al. (2002) néo
encontraram relacdo entre tamanho tumoral e sobrevida e ressaltam a necessidade

de associagdo do tamanho a outros fatores de prognéstico.

A graduacao histoldgica é um dos preditores prognosticos mais significativos
nos tumores mamarios felinos (GOLDSCHMIDT et al., 2016). Seixas et al. (2011)
descrevem que animais com tumores grau | viveram em média 36 meses, enquanto
aqueles com tumores grau lll tiveram sobrevida média de 6 meses. Da mesma forma,
De Campos et al. (2015) também descrevem menor sobrevida associada a tumores
grau lll, com média de sobrevida de 54 meses em gatas com tumores grau | e apenas
2,6 meses associada a tumores grau lll. As neoplasias classificadas como grau Il ndo
possuem progndéstico bem estabelecido (CASTAGNARO et al., 1998a)

Com respeito a idade, a incidéncia de tumores mamarios em gatas aumenta
apds os 6 anos e o pico de ocorréncia é entre 10 a 11 anos (GIMENEZ et al., 2010.
Hayes, Milne e Mandell (1981) relatam que em gatas mais velhas é mais frequente a
ocorréncia de tumores malignos que benignos. Por outro lado, Mills et al. (2015) néao
observaram associacdo entre a idade do diagnéstico e a sobrevida, sendo que
animais com idade < 11 anos viveram em média 15 meses apds a cirurgia e os >11

anos mostraram média de 14 meses de sobrevida.

Quanto ao estadiamento clinico, gatas com estadio clinico 4 possuem pior
prognostico, com sobrevida em média de 1 més. Animais com estadio clinico 1
sobrevivem em média 29 meses, estadio 2, 12,5 meses e estadio 3 possuem média
de 9 meses (lto et al.,, 1996). Seixas et al. (2011) associando o estadiamento a
graduacao histoldgica, relatam ainda que animais com estadio 3 possuem também

graduacao histolégica maior (grau lll).

O indice mitético é considerado um indicador prognéstico independente para
neoplasias mamarias (HUGHES E DOBSON, 2012). Preziosi et al. (2002) relataram
que 70% dos animais com baixo grau de proliferacao (indice mitético <0.72) estavam
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vivos até 24 meses ap0s a cirurgia e dentre os animais com alto grau de proliferagao
(indice mit6tico>0.72), apenas 10% sobreviveram nesse periodo. Do mesmo modo,
Seixas et al. (2011) descreveram que gatas com indice mitotico 1.1 viveram em
média 13 meses e animais com indice mitético 21.1 possuiam sobrevida média 7

meses.

Os Agnors (regides organizadoras nucleares marcadas por nitrato de prata) sao
utilizados para marcagdo de proliferacdao celular. De Vico et al. (1995) néo
encontraram associacao entre marcagao de Agnor e outros fatores prognosticos para
tumores de mama em gatas como tipo histol6gico, estadio tumoral, grau de atipia
nuclear e taxa de mitose. Ja Castagnaro et al. (1998b) estudando apenas carcinomas,
analisou 100 células no aumento de 100x e descreveram que 78% das gatas que
apresentaram contagem de Agnor até 5.9/campo tumoral permaneceram vivas apés
um ano da cirurgia e dentre as que apresentaram contagem maior que 5.9 apenas
22%. Preziosi et al. (2002) afirmam ainda que dentre os animais com contagem de
Agnor <3.19/campo, 65% estavam vivos dois anos apés a cirurgia, enquanto aqueles

com contagem<3.19, apenas 25% nao haviam morrido.

O Ki-67 também é um marcador de proliferagéo celular, cuja expressao é mais
intensa em carcinomas do que em tumores benignos e maior também em mamas
hiperplasicas que em mamas normais (PEREIRA et al.,, 2004). Silva et al. (2016)
descreveram indice Ki-67 médio de 27,5%, nao encontraram relacéo entre contagem
Ki67 e tipo e grau histologico, todavia a contagem de Ki67 estava aumentada em

tumores com sinais de necrose.

Ja Castagnaro et al. (1998b) verificaram que animais com tumores que
expressam mais ki67, tém pior progndstico, sendo que dentre os que tinham
neoplasias com indice Ki67 < 25,2, 87,5% permaneceram vivos um ano apos a

cirurgia, percentual que diminui para 12,5% naqueles que apresentaram indice =225,2.

Quanto aos marcadores hormonais, De Las Mulas et al. (2000) descreveram

que 33% das hiperplasias mamarias eram positivas para receptor de estrégeno e
progesterona, enquanto nas neoplasias malignas, 16,67% foram positivas. A menor
expressao de receptores de estrégeno por carcinomas mamarios também foi relatada
por Brunetti et al. (2013), que observaram que 9,52% dos carcinomas (tipos soélido e

tubulopapilar) em gatas expressaram receptor de estrogeno e 42,86% expressaram
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receptor de progesterona. Do mesmo modo, Millanta et al. (2005) relataram que
mamas sem alteracoes, hiperplasicas e com neoplasias benignas apresentam maior
expressao de receptor de estrdgeno e que lesdes displasicas e in situ apresentam
maior expressao do receptor de progesterona. Entretanto, ao contrario do que ocorre

em humanos, ndo houve relacao entre auséncia de expressao e menor sobrevida.

2.7 Her-2

O Her-2 pertence a familia dos receptores do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). Esta familia € composta por quatro proteinas (HER1, HER-2, HER3 e HER4),
que funcionam como receptores, apresentando atividade tirosina quiinase (AKIYAMA
et al., 1986). Em humanos, o gene responsavel pela expressao do Her-2 se encontra
na banda g21 do cromossomo 17 e codifica uma proteina transmembrana de 185 kDa
que atua como receptor de fator de crescimento (SLAMON, 1989) e apresenta trés
dominios: o extracelular, o transmembranar e o intracelular. O dominio extracelular &
composto, por sua vez, por quatro subdominios: L1, CR1, L2 e CR2 (1, Il, I, IV), que
se dispéem numa repeticdo em tandem de 2 unidades, separadas por residuos ricos
em cisteina. Este dominio extracelular contém um local de ligagdo para o ligando e
regula a dimerizacao induzida por este. O dominio transmembrana € composto por
uma hélice a de natureza hidrofébica. O dominio intracelular € formado por uma regiao
citoplasmatica com um dominio altamente conservado e uma cauda C-terminal
regulatéria (KRAUS et al., 1989). Este dominio apresenta atividade tirosina quiinase e

os locais para autofosforilagcdo que a regulam.

Em gatas, o gene Her-2 correspondente possui 92% de similaridade ao humano
(DE MARIA et al., 2005) e esta localizado no cromossomo E-1 (GenBank, 2013).

A ativacdo de Her-2 ndo depende de um ligante extracelular, mas sim da
formacao de dimeros (Her-2:2) ou heterodimeros (Her-2:Her-3) (EARP et al., 1995).
Esta ativacao resulta em diminuicdo de apoptose, proliferacédo celular, promoc¢ao da
angiogénese (GLEICH; SALAMONE, 2002), diferenciagcdo, adesdo e motilidade
celular (SCHNITT, 2001).
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Os meétodos de diagndstico recomendados pela FDA (Food and Drug
Adminstration - USA) sao imunohistoquimica, FISH (hibridizagao fluorescente in situ)
e CISH (hibridizagdo in situ cromogénica) (MENG et al., 2004). A técnica
imunohistoquimica consiste na detec¢ao de antigenos através da ligacao especifica a
anticorpos e duas formas de avaliacdo de imunomarcacao para Her2 foram propostas,
ambas considerando positivas apenas marcacdao na membrana. Conforme o manual
Herceptest®, sdo considerados positivos os tumores com escore 2+ (coloragao fraca
a moderada em toda a circunferéncia da membrana, observada em mais de 10% das
células tumorais) e 3+ (coloracao intensa em toda a membrana, observada em mais
de 10% de todas as células tumorais), enquanto no método proposto pela American
Society of Clinical Oncology, apenas tumores escore 3+ sao considerados positivos e
as neoplasias classificadas como 2+ sao consideradas suspeitas (WOLFF et al.,
2013).

Cuello-Carrion et al. (2015) observaram que em condigdes estressantes, como
a administracdo de cadmo e Hz202, a imunomarcagéo para Her-2 pode migrar para o
citoplasma e areas perinucleares e Korlinova et al. (1992) relataram que a marcacao
citoplasmatica pode ocorrer devido a internalizacdo e degradacao do c-erbB-2 nos

compartimentos lisossdémicos.

Aproximadamente 20% dos tumores  mamarios em mulheres
superexpressam Her-2 na membrana celular (DE POTTER, 1994; MOLINA et al.,
1991). A superexpressao de Her-2 esta associada a amplificacdo génica em 90% dos
casos (BANKFALVI et al., 2000; DOWSETT et al., 2003). A amplificacdo génica é
analisada através das técnicas de FISH e CISH no cromossomo 17, local onde que
esta localizado o gene Her-2 (HANNA et al., 2014). A FISH é considerada padrao-
ouro para determinacéo de status Her-2 e é recomendada pela FDA quando o tumor
apresenta escore 2+ ou 3+ na imunohistoquimica (NUNES, 2013).

A técnica tradicional de FISH consiste em utilizacdo de uma Unica sonda, no
entanto Luoh et al. (2013) consideram que 5 a 10% dos canceres primarios com
amplificacdo de Her-2 e sem superexpressao sao falso-positivos, devido a incompleta
amplificacéo da regiao menor de Her-2 e recomendam a utilizagao de varias sondas
para aumentar a acuracia. lorfida et al. (2012) relataram ainda que 13% das pacientes

com status Her-2 1+ mostraram amplificagdo génica e recomendam a utilizacéo de
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FISH em tumores que apresentem alto grau histologico, alto indice proliferativo,

auséncia de expressao de receptores hormonais e presencga de invasao vascular.

Um outro método de diagndstico de Her-2 foi proposto por Meng et al. (2004),
no qual células cancerigenas circulantes sdo detectadas no sangue e o status Her-2
destas células avaliado por FISH, sendo que houve concordancia de 97% entre o

status Her-2 do tumor primério e das células circulantes.

Mulheres com tumores que superexpressam Her-2 estdo mais propensas a
desenvolver metastases (DHINGRA et al., 1996), além de apresentarem maior taxa
de recidiva local (NGUYEN et al., 2008), menor tempo livre da doenca (MONTAGNA
et al., 2013), maior mortalidade (WOLFF et al., 2007) e maior resisténcia ao tratamento
com quimioterapia e radioterapia (ROSS e GRAY, 2002).

Apesar de estar associada a maior agressividade e pior prognédstico, a
superexpressao de Her-2 é fator preditivo em cancer de mama em mulheres. Da
mesma forma que tumores positivos para imunomarcacao de estrégeno e receptor de
progesterona sdo susceptiveis a tratamento hormonal, tumores com superexpressao
deste marcador possuem resposta positiva ao tratamento com trastuzumab (HONIG
et al.,, 2011). O trastuzumab €& um anticorpo monoclonal dirigido ao dominio
extracelular da proteina Her-2 aprovado pela FDA em 1998 como tratamento para
canceres Her-2 positivo (ROMOND et al., 2005).

Korkaya et al. (2008) sugerem que os efeitos da amplificacdo de Her-2 na
carcinogénese, tumorigénese e invasao podem ser devido aos seus efeitos em células
tronco mamarias normais e malignas. Estes autores demostraram que em ratos, a
superexpressdo de Her-2 em linhagens celulares de carcinoma mamario estava
associada ao aumento da expressao de ALDH (aldeido desidrogenase humana), uma
proteina responsavel pela oxidacdo de aldeidos intracelulares e utilizada para o
isolamento das células-tronco tumorais. A supexpressao de Her-2 mostrou ainda

associacdo com aumento da invasao e da tumorigénese in vitro.

Além dos carcinomas mamarios, a superexpressao de Her-2 também é fator
progndstico em outros tumores, tais como tumores de origem epitelial em ovario, nos
quais é associada a um menor tempo de sobrevida (BERCHUCK et al., 1990), e
cancer de endométrio, em que esta associado ao aumento da mortalidade devido a
neoplasia (BERCHUCK et al., 1991). J4 em carcinomas hepatocelulares, a expressao
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de Her-2 foi insignificante e o tratamento com trastuzumab ndo mostrou resultado
satisfatério (HSU C. et al., 2002).

Em cadelas, varios estudos foram feitos no sentido de elucidar o papel do Her-
2 nas neoplasias mamarias. Cerca de 17% a 35% das neoplasias mamarias sao
positivas para Her-2, no entanto, a importancia deste imunomarcador como fator
progndstico permanece incerta nesta espécie (DE LAS MULAS et al., 2003; HSU W.
et al., 2009; BURRAI et al., 2015).

Dutra et al. (2014) descreveram associagao de superexpressao de Her-2 e
maior pleomorfismo nuclear, maior grau histolégico e maior taxa de mitoses. Ao
contrario do que é observado em mulheres, nas quais a superexpressdo esta
associada a menor taxa de sobrevida, Hsu W. et al. (2009) descreveram que em
cadelas esta estd associada ao aumento da sobrevida e Ressel et al. (2013)
observaram superexpressao tanto em tumores malignos quanto em lesées nao

neoplasicas.

Quanto a expressao génica de Her-2 em cadelas, Burrai et al. (2015), através
de PCR em tempo real, observaram que a glandula mamaria normal apresentou
menor expressao quando comparada a adenoma simples e carcinoma simples, no
entanto ndo houve diferenca entre a expressao em tumores benignos e malignos. Ja
De Las Mulas et al. (2003) observaram que 17,6% dos carcinomas mamarios em
cadelas superexpressaram Her-2, no entanto ndo houve amplificagdo genética por
hibridacao in situ cromogénica (CISH) como ocorre em mulheres.

A positividade para Her-2 em neoplasias mamarias felinas estd associada ao
maior tamanho tumoral, maior grau histoldégico e auséncia de expressado para
receptores hormonais (ORDAS et al., 2007), menor tempo de sobrevida (DE CAMPOS
et al., 2015) e devido as semelhancas histopatologicas, auséncia de dependéncia
hormonal na maioria dos tumores e expressao de Her-2 pode ser usada como modelo
animal para cancer de mama em mulheres (DE MARIA et al., 2005). Por outro lado, a
expressao de Her-2 ndo apresenta relagdo com marcagao para ki67 e p53 e nem
diferenca entre a imunoexpressdao em tumores benignos e malignos (Rasotto et al.,
2011), questionando o papel do Her-2 na carcinogénese e prognéstico em gatas.

A amplificacdo génica em carcinomas mamarios felinos € baixa. Ordas et al.
(2007) descreveram que apenas 16% dos tumores Her-2 positivos possuiam
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amplificagdo génica, numero muito inferior ao observado em mulheres, mas sugerem
que a gata pode ser usada como modelo para cancer de mama que nao apresenta
amplificacdo génica. Da mesma forma, Soares et al. (2013) observaram que 33% dos
carcinomas mamarios superexpressaram Her-2, no entanto a amplificacao génica nao

foi observada, pois apenas um ou dois sinais do gene foram detectados por ndcleo.

Com respeito a transigao epitélio-mesénquima em felinos, Karabolovski et al.
(2015) observaram que a diminuicdo de expressdao de marcadores epiteliais
(citoqueratina) e de adesao (E-caderina) e aumento da expressdo de vimentina
(marcador de células mesenquimais) foi mais freqientemente observado em
carcinomas de maior malignidade, o que indica a ocorréncia de alteragdes sugestivas
de transicéo epitélio-mesenquima em carcinomas mamarios de gatas. Todavia, ndo
ha estudos que abordem a associagcdo de transicdo epitélio-mesénquima e
superexpressao de Her-2 como em mulheres.

A transicdo epitélio-mesenquimal ocorre em carcinomas mamarios em
mulheres e é caracterizada por transformacado de caracteristicas epiteliais para
feno6tipo mesenquimal, que facilita a ocorréncia de metastases. Células tumorais
circulantes com aumento de EMT-TFs (fatores de inducdo de transcricdo transicao
epitélio mesenquima) foram isoladas a partir de sangue periférico de pacientes Her-2
positivas e pacientes com EMT-TFs em células tumorais circulantes tinham mais
células ALDH + e CD133 + (GIORDANO et al., 2012).

2.8 Diagnéstico

O diagndstico clinico de neoplasias mamarias é feito pela palpagdo das
glandulas mamarias e a citologia por agulha fina pode ser utilizada como teste de
triagem, tanto para avaliagdo das mamas afetadas, quanto dos linfonodos regionais.
As vantagens deste exame s&o o baixo custo, agilidade nos resultados, eliminagéo de
diagnoésticos diferenciais, como mastites e hiperplasias, além de mostrar forte
correlagdo com a histopatologia (SHAFIEE et al.,2013; MANESH et al., 2014).
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Ja o exame histopatoldgico, possibilita a avaliacdo da arquitetura do tecido,
permitindo a graduacéao e classificagdo histolégica destes tumores, o que contribui
para uma melhor avaliagdo prognoéstica. Na histopatologia, pode-se ainda avaliar a
presenca émbolos neoplasicos em vasos ou metastase em linfonodos, caso estes
forem coletados (SHAFIEE et al., 2013). Exames radiolégicos de térax nas projecdes
latero-lateral direita e esquerda e ventro-dorsal, podem ser utilizados para avaliar a

presenca de metastases & distancia (GIMENEZ et al., 2010).

2.9 Tratamento

Ao contrario do cdo, em que ressec¢bes mais conservadoras podem ser
apropriadas em alguns casos, a maioria das gatas com neoplasia mamaria maligna
necessita de mastectomia unilateral ou bilateral (GIMENEZ et al., 2010). Macewen et
al. (1984) afirmam ainda que animais submetidos a cirurgia radical tem maior tempo
livre da doenga se comparados aos que fizeram cirurgia conservativa ao contrario de
lto et al. (1996) ndo encontraram diferenga estatistica na sobrevida de gatas
submetidas a mastectomia parcial ou total.

Usualmente, o linfonodo inguinal € removido juntamente a cadeia mamaria e a
exérese do linfonodo axilar s6 é recomendada caso este se apresentar aumentado ou
com metastase comprovada por citologia (LANA et al., 2007), todavia, Morris (2013)

descreve nao haver evidéncias que a exérese nodal intervenha na sobrevida.

Os beneficios do uso da quimioterapia como adjuvante a excisao cirurgica de
tumores mamarios em gatas ainda nao estao claros (MORRIS, 2013). Mauldin et al.
(1988) relatam citorreducéo com utilizagdo de doxorrubicina e ciclofosfamida e Mcneill
et al. (2009) descrevem que os animais tratados com doxorrubicina apresentaram
maior tempo de sobrevida e maior tempo livre da doenca, assim como Novosad et al.
(2006) que relatam maior media de sobrevida em gatas que foram tratadas

cirurgicamente e utilizaram doxorrubicina.

Por outro lado, Ito et al. (1996) observaram prognéstico pior nas gatas tratadas
com ciclosporina e/ou vincristina. Nao ha relatos de uso de quimioterapicos anti-
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estrogénio, como o tamoxifeno, visto que a maior parte dos tumores felinos nao

possuem receptores de estrégeno (MORRIS, 2013).
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ABSTRACT.- GUNDIM L.F., WILSON T.N., BLANCA W.T., SOARES N.P., CASTRO M.R,, IGOR DE
PAULA CASTRO MEDEIROS-RONCHI A.A. 2017. [Her-2 expression in feline mammary
tumors and evaluation of its prognostic potential.] Expressdo de Her-2 em neoplasias
mamarias de gatas e avaliacdo de seu potencial prognoéstico. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Laboratério de Patologia Animal, Universidade Federal de Uberlandia, Av. Mato
Grosso 3289, Uberlandia, MG 38400-900, Brazil. E-mail: ligiagundim@gmail.com

ABSTRACT - Mammary neoplasms are the third most frequent type of neoplasm in felines and
the search for prognostic factors for this type of tumor in cats has intensified in the last years,
due to its high frequency and relevance in the cat clinic. Among the immunohistochemical
markers used for prognosis, the Human Epidermal Growth Factor Receptor type 2 (Her-2)
receptor, which in women is associated with a worse prognosis, stands out. The objective of
this study was to evaluate the expression of Her-2 in hyperplasias and benign and malignant
neoplasms of cats and to relate the expression to the type and histological grade of mammary
carcinomas. Thirty-eight cases of neoplasia and mammary hyperplasia of cats were selected
from 2006 to 2016. From the protocols selected, epidemiological information and macroscopic
characteristics of mammary lesions were obtained. Tumors were individually classified and
graded histologically by two pathologists. Her-2 expression was determined by
immunohistochemistry, using a semi-quantitative analysis of the slides according to the
Hercepest (Dako) recommended score. The Chi-square test (x2) was used to evaluate the
relationship between Her-2 expression and type of mammary lesion, histological types of
carcinoma and histological grade (P <0.05). The mean age of the animals was 8.5 years and
young cats were affected only by benign hyperplasias and neoplasms. Undefined cats were
more affected (84.37%), followed by Siamese (9.37%) and Persian (6.25%). Regarding the
histological classification, 18.42% of the mammary lesions were classified as hyperplasia,
18.42% as adenoma and 63.16% were classified as carcinoma. The most common type of
carcinoma was tubulopapillary carcinoma (66.7%), followed by solid carcinoma (25%) and
cribriform carcinoma (8.33%). Her-2 overexpression was observed in 4 samples (16.7%) of
tubulopapillary carcinoma, two carcinomas grade I and two degrees II, but there was no
relationship between Her-2 expression and type of mammary lesion (P = 0.3127), carcinoma
type (0.3446) or histological grade (0.6485). It is concluded that the percentage of female
mammary carcinomas expressing Her-2 is lower than in women's breast cancer and there was
no relation between grade and histological type and Her-2 expression.

INDEX TERMS: c-erbB-2/neu, feline, imunohistochemistry, mammary tumor.
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RESUMO.- As neoplasias mamarias sdo o terceiro tipo mais frequente de neoplasias em felinos
e a busca por fatores prognosticos para este tipo de tumor nas gatas tem se intensificado nos
ultimos anos, dada sua alta frequéncia e relevancia na clinica de felinos. Dentre os marcadores
imunohistoquimicos utilizados para prognoéstico destaca-se o receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor type 2 - Her-2) que em
mulheres est4 associado a um pior progndstico. Objetivou-se avaliar a expressdo de Her-2 em
hiperplasias e neoplasias mamarias, benignas e malignas, de gatas e relacionar a expressao ao
tipo e grau histologico dos carcinomas mamarios. Foram selecionados 38 casos de neoplasias e
hiperplasias mamadrias de gatas, no periodo de 2006 a 2016. A partir dos protocolos
selecionados obteve-se informag¢des epidemiolédgicas e caracteristicas macroscépicas das
lesbes nas mamas. Os tumores foram individualmente classificados e graduados
histologicamente por dois patologistas. A expressio de Her-2 foi determinada por
imunohistoquimica, por meio de analise semi quantitativa das laminas conforme escore
recomendado pelo Herceptest (Dako). Utilizou-se Teste Qui-quadrado (x2) para avaliacdo da
relacdo entre expressdo de Her-2 e tipo de lesdo mamaria, tipos histolégicos de carcinoma e
grau histolégico (P<0,05). A idade média dos animais foi de 8,5 anos e as gatas jovens foram
acometidas somente por hiperplasias e neoplasias benignas. Gatas sem raca definida foram
mais acometidas (84,37%), seguida por siameés (9,37%) e persa (6,25%). Quanto a classificagcdo
histologica, 18,42% das lesdes mamarias foram classificadas como hiperplasia, 18,42% como
adenoma e 63,16% foram classificadas como carcinoma. O tipo de carcinoma mais comum foi
o carcinoma tubulopapilar (66,7%), seguido por carcinoma soélido (25%) e carcinoma
cribriforme (8,33%). Observou-se superexpressao de Her-2 em 4 amostras (16,7%) de
carcinoma do tipo tubulopapilar, sendo dois carcinomas grau I e dois graduacao II, todavia nao
houve relacdo entre a expressdo de Her-2 e o tipo de lesdo mamaria (p=0,3127), tipo de
carcinoma (0,3467) ou grau histoldgico (0,6485). Conclui-se que o percentual de carcinomas
mamarios de gatas que expressam Her-2 é menor que no cancer de mama da mulher e nao
houve relagdo entre grau e tipo histoldgico e expressdo de Her-2.

TERMOS DE INDEXA(;AO: c-erbB-2 /neu, felino, imunohistoquimica, tumor de mama.

INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sao o terceiro tipo tumoral mais frequente em felinos e acometem mais
frequentemente fémeas, adultas, ndo castradas e nao ha predisposicao racial (Lana et al. 2007).
Varios fatores progndsticos ja estdo estabelecidos para estes tumores, tais como: estadio
clinico, tamanho tumoral (Ito et al. 1996), grau histologico (Castagnaro et al. 1998, Hughes e
Dobson 2012, De Campos et al. 2015), taxa de mitose (Preziosi et al. 2002, Hughes e Dobson
2012) e invasdo linfovascular (Seixas et al. 2011). Entretanto, nos ultimos anos, marcadores
imunohistoquimicos estdao sendo explorados para melhor compreensdao da patogénese
molecular nas neoplasias de felinos (Hughes e Dobson 2012).

Neste sentido, o receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (Human
Epidermal Growth Factor Receptor type 2 - Her-2), um proto-oncogene muito empregado em
cancer de mama em mulheres, tem sido estudado como fator prognéstico e preditivo de
tumores mamarios em caes e gatos. Em mulheres, sua superexpressdo esta relacionada a menor
tempo livre da doenca, maior risco de metastases e maior resisténcia a quimioterapicos (Eccles,
2011) e seu efeito na carcinogénese esta ligado a inibicao da apoptose, inducao da proliferacao
celular e angiogénese (Gleich e Salamone, 2002).

Os carcinomas mamarios em gatas apresentam caracteristicas histologicas (Pérez-
Alenza et al. 2004), metastaticas (Macewen 1990) e de dependéncia hormonal (De Las Mulas et
al. 2000) semelhantes a neoplasias mamarias em mulheres, indicando que a gata pode ser um
modelo animal adequado para o cancer de mama em mulheres (De Maria et al. 2005). Além
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disto, a expressdo de Her-2 poderia ser utilizada como fator preditivo para selecdo de gatas
para tratamento com farmacos anti-Her-2 (como o trastuzumab), a semelhanga do que ocorre
em mulheres, apesar do alto custo, e assim ser uma alternativa para tratamento das neoplasias
mamarias em gatas.

Estudos indicam que a expressao de Her-2 em gatas esta associada a maior tamanho do
tumor, maior grau histolégico (Ordas et al. 2007) e menor sobrevida (Ordas et al. 2007, De
Campos et al. 2015). Entretanto, alguns autores afirmam que, ao contrario do que ocorre na
mulher, o Her-2 pode nao estar envolvido na carcinogénese dos tumores mamarios nas gatas e
seu valor como fator de prognéstico em gatas é discutido, pois tanto as hiperplasias quanto os
tumores malignos e benignos expressam Her-2 (Rasotto etal. 2011).

Assim, uma vez que estudos abordando expressao de Her-2 em gatas ainda sdo escassos
e tais estudos se fazem necessarios para elucidar seu papel como fator progndstico, objetivou-
se avaliar aimunoexpressao de Her-2 em hiperplasias, neoplasias benignas e malignas em gatas
e relacionar essa imunoexpressdo ao tipo e grau histologico, importantes parametros
histoldgicos para carcinomas mamarios.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram revisados os protocolos do Laboratério de Patologia Animal do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, entre os anos de 2006 a 2016, e
selecionou-se protocolos de gatas com diagndstico de neoplasia mamaria (maligna ou benigna)
ou lesdes ndo neoplasicas (hiperplasias ou displasias).

Dados epidemiolégicos (idade, sexo, raca) foram coletados a partir dos protocolos, assim
como caracteristicas clinicopatolégicas como localizacdo e o tamanho das lesdes. Quanto ao
tamanho, considerou-se T1 tumores menores que 2cm, T2 tumores entre 2 e 3 cm e T3 tumores
maiores que 3cm (Mc Neiil et al. 2009).

As gatas foram classificadas quanto a faixa etaria em jovens (menos de ano), adultos (de
um a oito anos) e idosos (acima de oito anos de idade) (Togni et al. 2013).

Histopatologia. As laminas histoldgicas, contendo fragmentos de tecido mamario
dos casos selecionados, foram revisadas por dois patologistas e classificadas de acordo com
Misdorp et al. (1999) e o grau histoldgico foi atribuido segundo Elston e Ellis (1993).

Imunohistoquimica. Laminas contendo poli-L-lisina (Sigma Aldrich) foram
submetidas a secagem em temperatura ambiente (252C). Os fragmentos de mama das gatas, ja
inclusos em parafina, foram submetidos a corte histolégico em micrétomo, na espessura de
quatro um e acondicionados em estufa a 452C por aproximadamente 24 horas. Os cortes foram
colocados sobre as laminas previamente preparadas e entdo submetidos a diafanizacao por 20
minutos em xilol. A reidratacao 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. As amostras
foram entdo submetidas a técnica de imunohistoquimica para detec¢do de Her-2, segundo
Ressel et al. (2013) com modificacdes. A recuperagao antigénica por calor foi realizada em
micro-ondas, em solugdo de acido etilenodiamino tetra-acético dissédico (EDTA) e em seguida,
as laminas foram resfriadas. Para o bloqueio de peroxidase enddgena utilizou-se peroxido de
hidrogénio e em sequéncia os cortes foram contornados com caneta hidrofébica (DAKO
S200230) e para o bloqueio das proteinas inespecificas utilizou-se Protein Block (DAKO
X0909). 0 anticorpo anti Her-2 (Dakocytomation polyclonal antibody A0485) foi diluido 1:400
em soro albumina bovina (BSA) (Amresco, 0332) 1%. Os cortes receberam 100 microlitros (ul)
do anticorpo diluido e foram cobertos com parafilm American National Can® e as laminas foram
incubadas overnight em camara umida. Apds incubac¢do as laminas, utilizou-se a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase (Dako, K069011). Ap6s cada etapa, as laminas foram lavadas
em solu¢do 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol (Tris-HCI). A reacao foi revelada com
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diaminobenzidina (Diaminobenzina, Dako- K3468-1) e as laminas contra coradas com
hematoxilina de Harris e montadas.

Como controle positivo da reacdo utilizou-se corte histolégico de carcinoma mamario de
mulher, previamente testado para expressao de Her-2 e com escore 3+, conforme Bertangolli
et al. (2011). Como controle negativo, substitui-se o anticorpo primario pelo diluente do
anticorpo (BSA 1%).

A expressdo de Her-2 foi determinada por andlise semiquantitativa, realizada a partir da
verificagdo da marcagdo da membrana das células epiteliais, conforme escore recomendado
pelo Herceptest (Dako). O escore 0 (negativo) foi considerado quando ndo havia coloracdo de
membrana ou coloragdo em <10% das células tumorais; escore 1+ (fraco) quando havia
coloracdo fraca e incompleta da membrana em >10% das células tumorais; escore 2+
(moderadamente positivo) quando havia coloracdo fraca e moderadamente completa da
membrana em >10% das células tumorais; escore 3+ (fortemente positivo) quando havia forte
e completa coloracdo da membrana em >10% das células tumorais. As imunomarcacées de
secre¢des luminais, em epitélio normal e acimulos extracelulares foram desconsideradas. As
amostras com escore 2+ e 3+ foram consideradas positivas.

Andlise Estatistica. A relacdo entre expressiao de Her-2 e tipo de lesio mamaria
(hiperplasia, adenoma e carcinoma), tipo histolégico de carcinoma (tubulopapilar, sélido,
cribriforme) e grau histoldgico foi determinada pelo teste Qui-quadrado (x2) por meio do
programa Action 2.5 em Microsoft Excel 2007 (P<0,05).

RESULTADOS

Foram selecionados 38 protocolos de gatas, sendo que dois ndo possuiam informagao de
idade e em seis ndo constava a raca do animal. A idade média das gatas foi de 8,5 anos, variando
de 6 meses a 15 anos, sendo quatro animais jovens (11,11%), oito gatas adultas (22,22%) e 24
idosas (66,67%). As gatas jovens foram acometidas somente por hiperplasias (3/4; 75%) e
tumor benigno (1/4; 25%), assim como a maioria das gatas adultas (5/8, 62,5%). Ja as gatas
idosas foram acometidas por carcinomas em sua maioria (20/24, 83,33%) (Quadro 1).

Com respeito as racgas, lesdes mamarias ocorreram com maior frequéncia em gatas sem
raca definida (SRD) (84,37%), seguido da raca siamesa (9,37%) e persa (6,25%). Das 38 lesoes
mamarias, 24 (63,16%) eram tumores malignos e dentre estes, o carcinoma tubulopapilar foi o
mais frequente (66,67%) (Quadro 1).

Em 11 protocolos de gatas com carcinoma havia informagdes a respeito do tamanho
tumoral, sendo trés tumores classificados como T1 (27,27%), quatro em T2 (36,36%) e quatro
como T3 (36,36%). Sobre a localizacao, trés (10%) se encontravam na mama toracica cranial,
dois (6,67%) na glandula toracica caudal, seis (20%) na abdominal cranial, oito (26,67%) na
glandula abdominal caudal, 11(36,67%) animais apresentavam tumores em varias mamas e em
8 fichas este dado nao estava disponivel.

Na graduacao histoldgica, apenas os carcinomas foram graduados, totalizando 24
amostras. Dez carcinomas receberam grau [ (41,67%), sendo que todos eram do tipo
tubulopapilar; 10 receberam grau II (41,67%), sendo seis classificados como carcinoma
tubulopapilar (60%), 3 classificados como carcinoma sélido (30%) e 1 como carcinoma
cribriforme (10%). Apenas quatro carcinomas receberam grau III (16,67%), sendo trés do tipo
carcinoma sélido (75%) e um carcinoma cribriforme (25%).

Quanto a expressdo de Her-2, das 24 amostras de carcinoma, quatro amostras (16,7%)
foram positivas, sendo que uma amostra recebeu escore 3+ e trés receberam escore 2+ (Figura
1). Todos os carcinomas que expressaram Her-2 eram do tipo tubulopapilar e dois carcinomas
eram grau I (50%) e dois grau II (50%). A marca¢do de membrana ocorreu exclusivamente nas
células epiteliais tumorais, ndo houve marcacgao de células epiteliais normais e em alguns casos



36

verificou-se fraca marcacdao de citoplasma. Nenhuma amostra de neoplasia benigna ou
hiperplasia apresentou marca¢ao de membrana para Her-2.

Nao houve relacdo entre imunomarcacdo e tipo de lesio mamaria (carcinomas,
adenomas ou hiperplasias) (p= 0.3127), tipo histolégico de carcinoma (tubulopapilar, sélido,
cribriforme) (p=0,3467) e grau histologico (p=0,6485).

DISCUSSAO

As gatas jovens foram mais acometidas por hiperplasias (75%), fato que pode estar
associado a etiologia das hiperplasias fibroepiteliais ligada a progestagenos naturais,
produzidos a partir do primeiro cio (Hayden et al. 1981). J4 a média de idade de gatas
acometidas por carcinomas (10,31 anos) condiz com outros estudos que descrevem que esta
média varia entre 10 a 12 anos (Millanta et al. 2006, Lana et al. 2007, Kustritz 2007, Cunha et
al. 2016). Em gatas idosas, € mais comum a ocorréncia de carcinomas que de tumores benignos
(Hayes, 1985) e embora haja indicacao de que o progndstico é pior em gatas mais velhas, a
idade ndo apresentou associacdo significativa com sobrevida pds-cirurgica (Castagnaro et al.
1998).

Gatas de pelo curto sdo mais acometidas por tumores mamarios (Seixas et al .2011,
Manesh et al. 2014), assim como as ragas siamesa (Hayes et al. 1981) e persa (Seixas et al.
2011). Estas ultimas racas também foram observadas no presente estudo, apesar das gatas SRD
terem sido as mais frequentemente acometidas por tumores mamarios. A maior ocorréncia em
gatas SRD pode estar associada ao estrato populacional atendido no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia e diferencas raciais entre populagcdes estudadas torna
dificil o estabelecimento dessa relacdo. Togni et al. (2013) e Cunha et al. (2016), em estudos
realizados no Brasil, também relataram maior ocorréncia em gatas sem raga definida.

Quanto ao tamanho das massas, a maioria (72,72%) apresentava mais que 2
centimetros, assim como relatado por Manesh etal. (2014) que observaram 33,33% das massas
maiores que 3 centimetros de didmetro. Ja Togni et al. (2013) e De Campos et al. (2015)
relataram que tumores menores que 2 centimetros foram mais frequentes em gatas. O tamanho
da massa tumoral é considerado importante fator de progndstico pois tumores maiores
apresentam maior nimero de divisdes celulares e maior probabilidade de progressdo para
comportamento maligno, devido ao acimulo de mutacdes (Matos et al. 2012). E ainda, sua
relacdo ja foi estabelecida com a sobrevida, onde gatas com massas maiores apresentam menor
sobrevida (Ito et al. 1996).

Com respeito a localizacao, as mamas abdominais foram mais acometidas, assim como
relatado por De Campos et al. (2015). Alguns autores utilizam a denomina¢do das mamas em
toracicas, abdominais e inguinais, conforme Dyce et al. (2004), relatando maior ocorréncia de
tumores nas glandulas abdominais (Shafiee et al. 2013, Manesh et al. 2014) e inguinais (Cunha
etal. 2016).

Tumores malignos foram mais frequentes que lesdes benignas e o carcinoma
tubulopapilar foi o mais frequente. Na Italia, considerando apenas as neoplasias, 88% dos
tumores foram classificados como carcinomas (Rasotto et al. 2011); e Maniscalco et al. (2012),
considerando as hiperplasias como lesdes benignas, verificaram que 69,2% das amostras eram
malignas.

Quanto a classificagdo dos carcinomas, a maioria dos autores relata o carcinoma
tubulopapilar como o mais frequente (Togni et al. 2013), seguido pelo carcinoma sélido
(Pereira et al. 2004, Millanta et al. 2006, Maniscalco et al. 2012, De Campos et al. 2015), assim
como neste trabalho. Todavia, em alguns trabalhos o carcinoma cribriforme nao foi citado
(Pereira et al. 2004, Millanta et al. 2006) e em outro foram citados outros tipos histoldgicos,
como carcinoma mucinoso, rico em glicogénio e carcinossarcoma (De Campos et al. 2015). As
neoplasias classificadas como carcinoma tubulopapilar expressam mais Ki-67 que os
carcinomas sélido e cribriforme (Pereira et al. 2004), apontando maior indice proliferativo.
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Além disso, gatas com carcinoma cribriforme sdo as que apresentam menor sobrevida, seguido
por carcinoma s6lido e carcinoma tubulopapilar (Seixas et al. 2011, Mills et al. 2015)

A classificacdo histolégica das neoplasias deve ser acompanhada da graduacado
histologica para melhor avaliagdo prognoéstica (Hughes e Dobson 2012). No presente estudo, a
maioria dos tumores (84%) apresentou grau I e II. Outros autores também citam que
carcinomas de gatas sdo, em sua maioria, bem diferenciados (grau I e II) (Silva 2016), ou ainda
que os carcinomas mostram distribuicdo semelhante entre os graus (Rasotto et al. 2011, De
Campos et al. 2015). Filgueira et al. (2014) verificaram que metastases a distdncia podem
ocorrer em gatas com carcinomas tubulares e soélidos, moderadamente diferenciados e
indiferenciados, sugerindo que a graduac¢do associada ao tipo histolégico podem predizer a
ocorréncia de metastases.

Estudos anteriores relataram a superexpressao de Her-2 em gatas variando entre 12,3%
a 40% (De Maria et al. 2005, Ordas et al. 2007, Rasotto et al. 2011, De Campos et al. 2015) e,
neste trabalho, verificou-se que 16,7% dos carcinomas apresentaram superexpressao. A
variacdo nos resultados pode ocorrer devido a falta de padronizacio da técnica
imunohistoquimica (Matos et al. 2012, De Campos et al. 2015) e ao uso de anticorpos humanos
que podem apresentar baixa especificidade (Matos et al. 2012). No entanto, Soares et al. (2012)
testando varios protocolos e anticorpos para verificacdo da expressao de Her-2 demonstrou
que o clone usado no presente estudo (A0485) foi o que apresentou melhor resultado.

Apesar de trabalhos anteriores relatarem associacao de superexpressao de Her-2 com
maior tamanho tumoral, maior grau histolégico e auséncia de expressdo de receptores
hormonais (Ordas et al. 2007) e sobrevida global (Millanta et al. 2006, De Campos et al. 2015),
esta associacdo ndo foi observada no presente estudo. Outros estudos também mostraram
auseéncia de relacdo entre superexpressao de Her-2 e classificagdo histopatolégica do tumor,
grau de malignidade, indice de Ki-67, tamanho do tumor, presenca de metastases regionais e
idade da gata ao diagndstico (Soares et al. 2012).

No presente estudo, os tumores benignos e as hiperplasias ndo apresentaram
superexpressdao de Her-2, assim como em estudo realizado na Espanha (Ordas, 2007). Em
cadelas, Ferreira et al. (2014) relataram que hiperplasias ductais atipicas associadas a
carcinomas mamarios caninos apresentaram fraca expressao da proteina Her-2 e ndo tiveram
amplificacdo do seu gene codificador detectado pela técnica de hibridizacao in situ. Por outro
lado, estudo realizado na Italia descreveu 6,8% das hiperplasias e 10% dos adenomas como
positivos e sugere que a superexpressao de Her-2 pode estar associada ao crescimento destas
lesdes benignas (Rasotto et al. 2011).

CONCLUSOES
Apesar da expressao de Her-2 ser um importante fator de progndstico para mulheres
portadoras de tumor de mama, e da similaridade entre tumores de mama na mulher e na gata,
o percentual de carcinomas mamarios de gatas que expressam Her-2 é menor que no cancer de
mama da mulher. Além disto, ndo foi possivel estabelecer relacao entre grau e tipo histologico
e expressdo de Her-2. Com relacdo as lesdes mamarias benignas em gatas, estas aparentemente
nao expressam Her-2.
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Figura 1 - Expressdo de Her-2 em les6es mamarias de gatas por meio de IHQ. (A) Carcinoma
tubulopapilar, escore 3+ (forte e completa coloracio da membrana em >10% das células
tumorais), 40x. (B) Carcinoma tubulopapiplar, escore 2+ (coloracdo fraca e moderadamente
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completa da membrana em >10% das células tumorais), 4x. (C) Hiperplasia lobular, escore 1+
(coloragao fraca e incompleta da membrana em >10% das células tumorais), 10x. (D)
Carcinoma tubulopapilar, escore 0 (auséncia de coloragdo de membrana ou coloragdo em <10%
das células tumorais), 10x. Contracoloragdo com hematoxilina de Harris.

Quadro 1- Frequéncia de lesdes mamarias de gatas de acordo com a idade e raca.
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Quadro 1- Frequéncia de lesdes mamarias de gatas de acordo com a idade e raca.

Idade Raca

Tipo histolégico Numero/ Jovem Adulta Idosa SRD* Persa Siamés

Frequéncia (n=4) (n=8) (n=24) (n=27) (n=2) (n=3)
Hiperplasia 7 (18,42%) 3 (75%) 2 (25%) 1(4,17%)  4(14,81%) - 2 (66,67%)
Adenoma 7 (18,42%) 1(25%) 3(37,5%) 3(12,5%) 5(18,52%) - 1(33,33%)
Carcinoma 16 - 1(12,5%) 15(62,5%) 13 2 (100%)
tubulopapilar (42,10%) (48,15%)
Carcinoma solido 6 (15,79%) - 2(25%) 3(12,5%) 4(14,81%) - -
Carcinoma cribriforme 2 (5,26%) - - 2 (8,33%) 1(3,70%) - -

* SRD: sem raga definida.
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através da aprovacdo pelos pares (peer review). NOTE: Em
complementacdo aos recursos para edigdo da revista é cobrada
taxa de publicagdo (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por
artigo editorado, na ocasido do envio da prova final, ao autor para
correspondéncia. 1. Os artigos devem ser organizados em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e
REFERENCIAS: a) o Titulo deve ser conciso e indicar o contetido
do artigo; pormenores de identificacdo cientifica devem ser
colocados em MATERIAL E METODOS. b) 0(s) Autor(es) deve(m)
sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos, mas
mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso,
como por exemplo: Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve
Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa
Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os
artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores; c) o ABSTRACT
deve ser uma versao do RESUMO em portugués, podendo ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do
titulo; d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado,
indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados
e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAQ” que incluem
palavras do titulo; ) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagio
bibliografica especifica sem que a mesma assuma importancia
principal, e finalizar com a indica¢do do objetivo do artigo; f) em
MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que
permitam a repeticdio da experimentagdo por outros
pesquisadores. Em experimentos com animais, deve constar a
aprovacdo do projeto pela Comissio de Etica local; g) em
RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados
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dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de
varias repeticoes. E conveniente expressar dados complexos, por
graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros
extensos; h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados
diante da literatura. Ndo convém mencionar artigos em
desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacdo do autor e da revista de publica-los; i) as CONCLUSOES
devem basear-se somente nos resultados apresentados; j)
Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no
texto ou em notas de rodapé; k) a Lista de REFERENCIAS, que s6
incluird a bibliografia citada no artigo e a que tenha servido como
fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabetica e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido
dos demais autores (todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo
da publicagdo citada, e, abreviado (por extenso em casos de
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Quadros devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no ini- cio de
cada capitulo. b) a redagdo dos artigos deve ser concisa, com a
linguagem, tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no
texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
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do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados
no texto. Estas citagdes serao feitas pelos respectivos nimeros e,
sempre que possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO
serdo escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo devem
conter citagdes bibliograficas. ¢) no rodapé da primeira pagina
deverd constar endereco profissional completo de todos os
autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para
correspondéncia e dos demais autores. Em sua redagdo deve-se
usar virgulas em vez de tragos horizontais; d) siglas e abreviagoes
dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira vez no
artigo, serdo colocadas entre parénteses, apds o nome da
instituicdo por extenso; e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo
sistema “autor e ano”; artigos de até dois autores serdo citados
pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos nio se distinguirem
por esses elementos, a diferenciacdo serd feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano. Artigos ndo consultados na
integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se
no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e
o0 ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera incluida
na lista uma sé vez. A mengdo de comunicagdo pessoal e de dados
ndo publicados é feita no texto somente com citagdo de Nome e
Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como
a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagdes de artigos
colocados cronologicamente entre parénteses, nido se usara
virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula ap6s
cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al.
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007); f) a Lista das
REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com
os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive
quanto a ordenacgdo de seus varios elementos. 3. Os graficos
(=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco,
cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das conveng¢des
adotadas sera incluida preferentemente, na area do grafico
(=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do grafico (=Figura).
4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informagdes
suficientes para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto
autoexplicativas, independente do texto). 5. Os Quadros devem ser
explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as
colunas deve vir o cabecgalho entre dois tracos longos, um acima e
outro abaixo. Nao ha tragos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais
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