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RESUMO

As neoplasias mamarias em cadelas s3o afecgdes de significativa importancia em medicina
veterinaria pela sua alta frequéncia, além de serem modelo para o estudo do cancer de mama
na mulher. Nesse sentido, se faz necessaria a realizagdo de estudos continuados acerca da
frequéncia de tumores e suas caracteristicas clinicopatologicas. Constituem ainda um grupo
heterogéneo de tumores quanto aos padrdes histolégicos e comportamento biologico, o que
torna mais complexo e urgente a identificacdo de fatores de progndstico e que possibilitem
diagnosticar e tratar de forma mais eficaz animais portadores de tumor de mama. Nos ultimos
anos, tem se intensificado estudos dirigidos a identificagdio de marcadores moleculares
envolvidos nos inumeros eventos celulares que ocorrem durante a carcinogénese, como
crescimento e diferenciag@o celular, proliferacdo, invasdo e metastase. O receptor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER-2) é uma glicoproteina de membrana da familia
tirosina-quinase, codificada por um gene de mesmo nome, diretamente relacionada a
mudangas significativas na proliferacio celular e sobrevivéncia das células tumorais. Durante
o processo de mutag@o desse gene ocorre hiperativacdo da cascata de sinalizagdo intracelular,
que resulta em rapido crescimento das células tumorais. Na mulher, a superexpressdo de
HER-2 estd associada a neoplasias mamarias cujos parametros morfologicos sugerem
malignidade e pior prognostico, resultando em alta taxa de recidiva e de mortalidade no
estagio inicial da doenga, além de elevada incidéncia de metastases. Entretanto, na cadela,
estudos que investigaram o papel do HER-2 nas neoplasias mamarias, com emprego da
imunohistoquimica, ndo sdo consensuais at¢ entdo, mantendo obscuro o significado da
sobrexpressdo de HER-2 nestas neoplasias. Com intuito de auxiliar na determinagdo de
fatores prognosticos fidedignos para os tumores mamarios nas cadelas, o presente trabalho
teve como objetivos: determinar a prevaléncia de lesdes mamarias diagnosticadas em cadelas
no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia entre 2004 e
2014, bem como a relag@o entre aspectos epidemiologicos (idade e raga) e clinicopatoldgicos
(ulcerag@o, tamanho do tumor e comportamento bioldgico) na ocorréncia dos tumores de
mama; e verificar a expressdo de HER-2 em carcinomas mamarios de cadelas e sua relagdo
com o tipo e grau histologico, idade das cadelas, metastase em linfonodos e a distancia,

tamanho tumoral e estadiamento clinico.

Palavras-chave: Fatores de progndstico, imunohistoquimica, fator de crescimento

epidérmico tipo 2, frequéncia, tumores mamarios, canino.



ABSTRACT

Mammary tumors in female dogs are important diseases in veterinary medicine due to their
high frequency, besides being a model for the study of breast cancer in women. So, it is
necessary to continuous studies on the frequency of tumors and their clinicopathological
characteristics. They also constitute a heterogeneous group of tumors in correlation with
histological patterns and biological behavior, which makes it more complex and urgent to
identify prognostic factors and to make it possible to diagnose and treat animals with
mammary tumors more effectively. In the last years, there have been intensified the number
of studies about the identification of molecular markers involved in the innumerable cellular
events that occur during carcinogenesis, such as cell growth and differentiation, proliferation,
invasion and metastasis. HER-2 is a membrane glycoprotein of the tyrosine kinase family,
encoded by a gene with the same name, directly related to significant changes in cell
proliferation and survival of tumor cells. During mutation process of this gene,
hyperactivation of intracellular signaling cascade results in a rapid growth of tumor cells. In
women, HER-2 overexpression is associated with breast neoplasms whose morphological
parameters suggest poor prognosis and malignancy, resulting in a high rate of recurrence and
mortality in the early stage of the disease, as well as a high incidence of metastases. However,
in the female dog, until now the extensive variability of results obtained from
immunohistochemical protocols proposed for molecular classification, keeps the meaning of
HER-2 overexpression in these neoplasms obscure. In order to assist determination of the
reliable prognostic factors for canine breast neoplasms, the present study: determined the
prevalence of breast lesions diagnosed in female dogs in Laboratory of Veterinary Pathology
of the Federal University of Uberlandia between 2004 and 2014, as well as the correlation
between epidemiological aspects (age and breed) and clinicopathological (ulceration, tumor
size and biological behavior) in the occurrence of breast tumors; verified the HER-2
expression in female mammary carcinomas of dogs and their relationship with the type and
histological grade, age of patient, metastasis in lymph nodes or distants, tumor size and

clinical staging.

Keywords: Prognostic factors, immunohistochemistry, epidermal growth factor type 2,

frequency, mammary tumors, canine.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais



1. Introducao

As neoplasias mamarias em cadelas sdo afec¢des de significativa importancia em
medicina veterinaria e tém sido muito investigadas, inclusive por servirem de modelo para o
estudo do cancer de mama na mulher (MARTINS, FERREIRA, 2003). Os tumores mamarios
caninos (TMC) apresentam varias caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, biologicas e
genéticas semelhantes aos da espécie humana. Apesar da similaridade histologica entre as
glandulas mamarias de ambas as espécies, a incidéncia de neoplasias no referido tecido pode
ser até trés vezes maior na cadela (HELLMEN, 2005). Nos ultimos anos, observou-se
aumento da ocorréncia de tumores mamarios em cadelas, em sua maioria malignos, o que
reforca a importancia clinica e epidemiologica dessa patologia na referida espécie (DE

NARDI et al., 2002).

O aumento de volume da glandula maméaria em cadelas, ndo relacionado com
pseudociese, lactagdo ou mastite, deve receber aten¢do especial (ZUCCARI, SANTANA,
ROCHA, 2001), considerando-se a alta incidéncia de neoplasias mamarias na referida espécie
(ZUCCARI, SANTANA, ROCHA, 2001, FELICIANO et al., 2012, TORIBIO et al., 2012) e
o fato de que cerca de 50% dos tumores mamarios caninos sdo malignos (GAMA, ALVES,

SCHMITT, 2008).

Fatores como tipo e grau histologico, invasdo de matriz extracelular, vasos linfaticos e
sanguineos por células tumorais, presenca de metastases e estadiamento clinico (TNM) tém
sido utilizados como fatores prognosticos na rotina clinica, com intuito de estimar o risco
individual em cada paciente e indicam possivel evolugdo clinica desfavoravel (DAGLI, 2008).
Além disto, fatores ligados ao individuo, como idade e raga, tem sido relacionados como
fatores de prognostico. A probabilidade de desenvolvimento de TMC aumenta em cadelas
idosas, sendo a idade média de manifestagdo entre os 10 e 11 anos (LANA, RUTTEMAN,
WITHROW, 2007). Quanto a racga, apesar de ndo existir predisposi¢do racial evidente
(FELICIANO et al., 2012), Queiroga e Lopes (2002) observaram que as ragas Boxer e Beagle
apresentam menor risco de desenvolvimento de tumor de mama, ao passo que as ragas de caca

parecem apresentar um risco aumentado.

O manejo dos TMC ainda constitui um desafio para os clinicos e patologistas veterinarios,
principalmente no que tange a variedade de nomenclaturas e classifica¢cdes utilizadas na

determinagdo do tipo e das caracteristicas patologicas do tumor, atualmente existentes
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(ZUCCARLI et al., 2008). Além disso, ainda existem controvérsias acerca dos fatores que
influenciam o seu desenvolvimento e determinam seu comportamento bioldégico (OLIVEIRA
et al., 2003), refletindo a importancia dos estudos continuados abordando a epidemiologia das

neoplasias mamarias em cadelas.

A heterogeneidade em termos de morfologia e comportamento biologico tém intensificado
também as pesquisas dirigidas a identificacdo de marcadores moleculares envolvidos nos
inuimeros eventos celulares que ocorrem durante a carcinogénese dos TMC, como

crescimento e diferenciagdo celular, proliferacdo, invasdo e metastase (RAKHA et al., 2009).

Estudos demonstraram que biomarcadores moleculares relevantes e relacionados ao
prognostico do cancer de mama na mulher também estavam presentes em tumores de glandula
mamaria de cadelas (KLOPFLEISCH et al., 2011). Em fun¢do disso, a abordagem aos
mecanismos de amplificacdo e superexpressdo de varios marcadores tornou-se expressiva em
oncologia veterindria, a exemplo dos genes e produtos proteicos da familia tirosina quinase,

muito abordados em pesquisas na oncologia humana (RUNGSIPIPAT et al., 1999).

O receptor HER-2 ou receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2, ¢ uma
glicoproteina de membrana da familia tirosina-quinase, codificada por um gene de mesmo
nome (MARTIN DE LAS MULAS et al, 2003). Sabe-se que a superexpressio desta
oncoproteina estd diretamente relacionada a mudangas significativas na proliferagdo celular e
sobrevivéncia das células tumorais, uma vez que durante o processo de mutacido desse gene,
ocorre hiperativacao da cascata de sinalizag@o intracelular, que resulta em rapido crescimento
das células tumorais. Além disso, estd relacionado a inibi¢do da apoptose, migragdo e
invasividade celular, e angiogénese tumoral. Dessa maneira, além de ser considerado um
marcador prognostico relacionado a sobrevida global e tempo livre de doenga, € também
utilizado como fator preditivo da resposta esperada a terapia com drogas como trastuzumab'

em mulheres com cancer de mama (CIRQUEIRA et al, 2011).

Na mulher, a superexpressdo de HER-2 via de regra esta associada a neoplasias mamarias
cujos parametros morfologicos indicam agressividade e pior prognostico, resultando em alta
taxa de recidiva e de mortalidade no estagio inicial da doenga, além de elevada incidéncia de
metastases (PEREZ et al., 2014). Ele ¢ utilizado como marcador progndstico Uinico ou em
associacdo a outras proteinas (p53, Ki67, ER, PR) (RESSEL et al., 2013). A amplifica¢do do

gene HER-2 ocorre em aproximadamente 30% dos carcinomas ductais invasivos, com
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correlagdo positiva com outros fatores prognoésticos estabelecidos para o cancer de mama

(FERREIRA, 2010).

Embora o papel de HER-2 como biomarcador progndstico e terapéutico esteja bem
definido para o cancer de mama humano, sua relevancia na patogénese e prognostico do TMC
ainda é controverso. Estudos abordando a superexpressio de HER-2 em tecidos mamarios
neoplasicos de cadela sdo contraditérios e resultam da diversidade de técnicas laboratoriais
atualmente disponiveis para deteccdo do nivel de expressdo proteica e de amplificagdo génica

(BURRAI et al., 2015).

A expressdo de HER-2 foi apontada como possivel fator de prognostico desfavoravel
por estar estatisticamente correlacionada a tumores de alto grau histolégico no estudo de
Dutra et al. (2004), enquanto Hsu et al. (2009) apontaram maior taxa de sobrevivéncia em
cadelas cujos tumores mamarios apresentaram superexpressio de HER-2. J& Ressel e
colaboradores (2013) ndo encontraram relagdo entre o nivel de expressdo proteica e fatores de
prognostico. Assim, os resultados encontrados na literatura até entdo sdo contraditorios,
refor¢ando a necessidade de estudos adicionais abordando a expressdo da proteina na espécie

canina.

Com intuito de auxiliar na determinacdo de fatores prognosticos fidedignos para os

TMC, o presente trabalho objetivou:

1. Determinar a prevaléncia de lesdes mamarias diagnosticadas em cadelas no
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia entre 2004 e
2014, bem como a relag@o entre aspectos epidemiologicos (idade e raga) e clinicopatologicos
(ulcerag@o, tamanho do tumor e comportamento bioldgico) na ocorréncia dos tumores de

mama;

2. Quantificar a expressdo proteica de HER-2 em carcinomas mamarios de cadelas por
meio da técnica de imunohistoquimica, e relacionar o nivel de expressdo ao tipo e grau

histologico, idade das cadelas, metastase em linfonodos e a distancia, e tamanho tumoral;

2. Revisio de literatura

2.1.  Aspectos anatomicos e histolégicos da glandula mamaria
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Na espécie canina, as glandulas mamarias constituem glandulas sudoriparas
modificadas de localizagdo subcutdnea, que se estendem da regido axilar a regido inguinal.
Via de regra, a cadela possui cinco pares de glandulas mamarias, cujas posi¢des sdo indicadas
pelos mamilos: duas toracicas, duas abdominais e uma inguinal, dispostas em duas cadeias
paralelas (EVANS e CHRISTENSEN, 1993; DYCE, SACK, WENSING, 1997; PEREIRA et.
al, 2000).

A mama ¢ uma glandula do tipo tubuloalveolar composta, embriologicamente derivada do
ectoderma. Desenvolvem-se como botdes epiteliais que crescem no mesénquima subjacente a
partir de um espessamento linear paralelo denominado crista mamaria, que abrange desde a
regido axilar até a inguinal. No final do desenvolvimento embriondrio, as projecdes epiteliais
canalizam-se formando os ductos lactiferos, enquanto os botdes epiteliais originam os ductos
pequenos, alvéolos secretores e as células mioepiteliais (BANKS, 1991; EVANS e
CHRISTENSEN, 1993; DYCE, SACK, WENSING, 1997).

Os alvéolos, que sdo as unidades funcionais da glandula mamaéria, e seus respectivos
ductos alveolares se agrupam, formando os I6bulos. Os ductos correspondentes a cada 1ébulo
drenam em canais excretores de maior calibre, denominados ductos lactiferos, que juntos
formam uma dilatagdo ampolar — o seio lactifero — antes de atingir o mamilo. A jung¢@o dos
lobulos forma os lobos, separados uns dos outros por tecido conjuntivo fibroso

moderadamente denso (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008).

O epitélio de revestimento dos alvéolos e ductos alveolares € constituido por dupla
camada de células, sendo a camada interna formada por epitélio simples cubico, e a externa
por células mioepiteliais que se contraem sob agdo da ocitocina, promovendo a expulsdo do
leite. As células da camada interna ou secretora sofrem alteracdes morfologicas
correspondentes aos estagios de agdo secretora. Em repouso, possuem nucleo oval, citoplasma
pouco abundante e homogéneo, e limites pouco definidos. Durante a fase de secre¢do o
citoplasma aumenta em volume e a célula fica maior (DAVIDSON, STABENFELDT, 2007,
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008).

Tanto o suprimento sanguineo quanto a drenagem linfatica comunicam determinados
pares de glandulas mamarias. As glandulas toracicas craniais e caudais sdo irrigadas por
ramos das artérias intercostal, toracica interna e toracica lateral, as artérias epigastricas
superficiais craniais suprem as mamas toracicas caudais e abdominais craniais, a0 passo que

as artérias epigastricas superficiais caudais irrigam as glandulas mamarias abdominais caudais
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e inguinais (FOSSUM, 2007). As artérias epigastrica profunda cranial, abdominal
segmentada, labial e iliaca circunflexa profunda também participam da irrigagdo mamaéria
(DYCE, SACK, WENSING, 1997).

Os trés pares craniais de glandulas mamarias s3o em grande parte drenados pelos
linfonodos axilares, enquanto o inguinal superficial € responsavel pela drenagem dos dois
pares caudais, verificando-se comunicagdo linfatica entre glandulas mamarias homolaterais
(FOSSUM, 2007). Segundo Patsikas e Dessiris (1996) e Pereira et al. (2003), o linfonodo
inguinal superficial também participa da drenagem do terceiro par de glandulas mamarias
(abdominais craniais). De acordo com os achados de Pereira et al. (2003), pode ocorrer
participacdo simultdnea dos linfonodos inguinal superficial e popliteo na drenagem linfatica
das glandulas mamarias inguinais.

No entanto, a circulagdo linfatica pode alterar-se ao longo do desenvolvimento de um
processo neoplasico, inclusive promovendo comunicag@o entre as cadeias direita e esquerda.
Tal fato implica na possibilidade de dissemina¢do do tumor independentemente do fluxo
normal da corrente linfatica (PATSIKAS et al., 2006). Wilson e Hayes (1980) afirmam que a
drenagem linféatica de glandulas mamaérias neoplasicas em cadelas pode ser consideravelmente
mais ampla, envolvendo linfonodos cervicais, popliteos, esternais e iliacos mediais. Segundo
Pereira et al. (2003) essa amplifica¢do da rede linfatica se da em decorréncia da habilidade
das células neoplasicas em secretarem fatores linfoangiogénicos, que aumentam a rede
vascular linfatica e suas anastomoses, agindo a favor da dissemina¢do neopldsica. Em
mulheres, Bourgeois e Frithling (1999) identificaram metéastases de neoplasias de glandulas
mamarias em linfonodos mamarios contralaterais € homolaterais simultaneamente em 1/3 das

153 pacientes.

2.2.  Tumores mamarios na cadela

Os TMC representam a segunda neoplasia mais frequente na espécie canina, sendo
ultrapassados apenas pelos tumores de pele (MORRIS, DOBSON, 2001). Segundo Lana,
Rutteman, Withrow (2007) sdo os tumores que ocorrem com maior frequéncia em cadelas,
variando de 41 a 53% do total de tumores malignos em geral. Em estudo retrospectivo
realizado na Universidade Federal de Santa Maria, entre 1965 e 2004, 7,8% dos cées vieram a
obito em decorréncia de neoplasias, e destes, 25,4% correspondiam a neoplasias malignas de

mama (FIGHERA et al., 2008). Oliveira Filho et al. (2010) relataram prevaléncia de tumores
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mamarios em cadela variando entre 36,3% e 49,2%, referentes a exames histopatologicos
realizados ao longo de cinco anos (2004-2008) na Universidade Federal de Santa Maria. Esses
autores registraram a seguinte prevaléncia da enfermidade, a cada ano: 36,3% em 2004,
39,2% em 2005, 43,4% em 2006, 39,6% em 2007 e 49,2% em 2008.

Em geral, as mamas abdominais caudais e inguinais sdo as mais afetadas pelas neoplasias,
por apresentarem maior volume tecidual (e consequente estimulo hormonal) e estarem mais
syjeitas a traumatismos (DALECK et al., 1998). Segundo Benjamin, Lee e Saunders (1999),
60% das cadelas apresentam acometimento simultdneo de mais de uma glandula mamaria,

sendo comum a ocorréncia de tipos histologicos distintos.

2.2.1. Carcinogénese

Como os genes controlam a hereditariedade e as atividades celulares do dia-a-dia, o
cancer geralmente ¢ causado por muta¢do ou ativagdo anormal dos genes que controlam o
crescimento celular (LOURO, 2000), resultando em modifica¢des progressivas da biologia
celular caracterizadas por alteragdes na proliferagdo, diferencia¢do e na interagdo das células

com o meio extracelular (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2000).

Segundo Misdorp (2002), a proliferacdo celular resultante do estimulo hormonal
independe da existéncia de agente iniciador especifico, como ocorre nos processos induzidos
por virus ou agentes quimicos. Para o autor, o referido processo precede as mutagdes
genéticas que darfio origem a célula neoplasica. Entretanto, para Carrefio, Peixoto, Giglio
(1999), os hormonios estdo envolvidos apenas na proliferagdo das células ja transformadas

por outros carcinogenos.

Os hormoénios (tanto enddgenos quanto exogenos) tém o poder de estimular a
proliferacdo celular, levando a alteracdes genéticas e consequente carcinogénese
(HENDERSON, FEIGELSON, 2000). Isso ocorre ja que a atividade normal da célula
depende da perfeita integracdo entre as varias vias metabolicas, e grande parte desse
metabolismo ¢ controlado pelos hormonios. O descontrole da secre¢cdo hormonal resulta,
portanto, em perda da homeostasia celular, provocando varias alteracdes, dentre elas o cancer

(GUYTON, 1991).

As neoplasias hormonio-dependentes, dentre as quais destaca-se a de mama, utero

(endométrio e musculatura lisa), ovario, testiculo, prostata, tiredide e o osteossarcoma,
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compartilham do mesmo mecanismo de carcinogénese, sob ag¢do de hormonios especificos.
Acredita-se que os oncogenes, genes supressores tumorais € os genes do reparo do DNA

estejam envolvidos nesse processo (HENDERSON, FEIGELSON, 2000).

Os TMC ocorrem quase que exclusivamente nas fémeas, mas cdes machos com
hiperestrogenismo decorrente do sertolioma também podem apresenta-los (MISDORP, 2002).
O estrogeno, a prolactina (DENG & BRODIE, 2001), a progesterona (VORHERR, 1987 apud
SILVA, SERAKIDES, CASSALI, 2004), os andrégenos (KODAMA & KODAMA, 1970
apud SILVA, SERAKIDES, CASSALI, 2004) e até os hormonios tireoidianos estdo
envolvidos na carcinogénese mamaria (NOGUEIRA & BRENTANI, 1996 apud SILVA,
SERAKIDES, CASSALI, 2004). A progesterona exogena estimula a sintese de hormdnio do
crescimento na glandula mamaria, que promove proliferagdo tubulo-alveolar e consequente
hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretorios, induzindo a formag@o de nodulos
benignos em animais jovens (RUTTEMAN, WITHROW, MACEWEN, 2001; MISDORP,
2002). J& o estrogeno estimula o desenvolvimento ductal, e segundo os autores supracitados ¢
comum o desenvolvimento de neoplasias malignas em cadelas apds administragdo continua e
em altas doses de ambos os hormonios associados.

Receptores de estrogeno (ER), progesterona (PR), androgenos, prolactina e fator de
crescimento epidermal ja foram demonstrados nos tumores de mama em cadelas, incluindo a
coexisténcia desses receptores em uma mesma neoplasia (MEUTEN, 2002). ER e PR tém
sido identificados tanto em tecido mamério normal como em neoplasias benignas e em
carcinomas de cadelas. Acredita-se que exista uma rela¢do entre o numero destes receptores e
capacidade proliferativa das células neoplasicas (COSTA et al., 2002). Estudos verificaram
uma correlagdo entre o baixo numero de ER e PR no tecido neoplésico e pior prognéstico
clinico, o que significa maior expressdo destes receptores em maior propor¢do de neoplasias
benignas, quando comparadas as neoplasias malignas (CASSALI, 2000; GERALDES,
GARTNER, SCHMITT, 2000; CHANG et al., 2009). Segundo Geraldes, Girtner, Schmitt
(2000), a progressdo da neoplasia e o aumento da malignidade sdo acompanhadas de reducio
da dependéncia hormonal e maior autonomia das células neoplésicas. Entretanto, Millanta et
al. (2005) ndo encontraram correlagdo entre menor expressdo de receptores de estrogeno e
progesterona e pior prognostico. Para Sartin e colaboradores (1992), a diminuig@o da relagio
ER/PR em carcinomas mamarios que originalmente continham esses receptores, pode ser

associada a diminui¢o da diferenciagdo celular e progressdo da doenga.
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2.3. Fatores de progndstico e fatores de risco

A apresentag@o, o comportamento clinico, a morfologia e as caracteristicas bioldgicas da
neoplasia mamaria nas espécies humana e canina sdo extremamente variadas, sendo que um
dos maiores desafios enfrentados pelos clinicos que tratam pacientes com cancer de mama ¢
estimar o progndstico e predizer o curso clinico da doenga para que o melhor regime de

tratamento seja instituido (HICKS, KULKARNI, 2008; RAKHA, ELLIS, 2009).

Em linhas gerais, consideram-se como fatores de prognostico para tumores de mama em
cadelas: status reprodutivo do animal (fémea intacta ou castrada), caracteristicas intrinsecas a
neoplasia (tamanho e estagio do tumor, comportamento tumoral, tipo histopatolégico, grau do
tumor, presen¢a de ulceracdo e envolvimento de linfonodos) e alteragdes genéticas

moleculares (SORENMO, 2003; ZUCARI et al., 2008).

2.3.1. Idade, obesidade e predisposicao racial

A idade ¢ considerada um dos mais importantes fatores de risco para desenvolvimento
da neoplasia mamaria em cadelas (SORENMO et al., 2011). Maior incidéncia é observada em
cadelas de meia idade e idosas, compreendendo a faixa etaria de 8 a 10 anos (STRATMANN
et al., 2008; SORENMO et al., 2009). Segundo Lana, Rutteman, Withrow (2007) a média de
idade em que a doencga neoplésica se manifesta encontra-se entre os 10 e 11 anos, sendo que a
probabilidade de desenvolvimento aumenta com o avangar da idade. Salas et al. (2015)
enfatizam a ampla faixa etaria passivel de ocorréncia de TMC, considerando que algumas
ragas, como o Springer Spaniel, podem desenvolver a patologia em idade relativamente
precoce (média de 6,9 anos). No estudo de Sorenmo et al. (2009) a média de idade para o
aparecimento de tumores benignos foi de 8,5 anos, e para tumores malignos de 9,5 anos. De
acordo com Perez Alenza et al. (1998) ¢ raro o aparecimento de neoplasias malignas antes de

cinco anos de idade.

Tanto a obesidade como a alimentagdo caseira (rica em proteina oriunda de carnes
bovina e suina) j4 foram apontados pela literatura como possiveis fatores promotores da
carcinogénese em cdes (SAKAMOTO, 2011). Segundo Queiroga e Lopes (2002), cadelas
obesas entre os nove e 11 meses de idade, tém maior risco de desenvolvimento de tumores de

mama na idade adulta que cadelas ndo obesas. Sonnenschein e colaboradores (1991)
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observaram reducdo do risco em cadelas castradas e que eram magras entre os nove e 12
meses de vida, e auséncia de influéncia em cdes que ja se apresentavam com sobrepeso um
ano antes de desenvolverem neoplasia mamaria ou foram alimentados com dietas ricas em
gordura neste periodo. Perez Alenza et al. (1998) consideram obesidade a um ano de idade e

dieta rica em carne vermelha como fatores predisponentes independentes.

Em mulheres obesas, o aumento do fator de risco estd associado a elevag¢do na
concentragdo sérica de estrogeno proveniente da biotransformacgdo da androstenediona, que
ocorre no tecido adiposo (SILVA, SERAKIDES, CASSALIL 2004). O sobrepeso também
resulta em hiperinsulinemia e aumento da producdo local de estrégeno por aromatases, que
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento do cancer de mama (CLEARY,
GROSSMANN, RAY, 2010). Segundo Sleeckx et al. (2011) tais fatores provavelmente
exercem influéncia semelhante na carcinogénese mamaria canina. Estudos tém apontado a
influéncia dos niveis séricos de lipidios e lipoproteinas nesse segmento da patogénese do
cancer de mama em mulheres, entretanto essa correlacdo nido foi estabelecida em cadelas

(SORENMO, 2003).

A existéncia de predisposi¢cdo racial para o desenvolvimento da doenga ainda ¢
controversa, considerando-se os dados divergentes encontrados na literatura. De acordo com
Daleck et al. (1998) e Feliciano et al. (2012) a raga ndo pode ser considerada um fator de risco
fidedigno. Para Sorenmo (2003), as racas mais acometidas podem variar de acordo com os
estudos e a populacdo canina em fun¢do da localizagdo geografica. Entretanto, apontam os
Poodles, Cocker spainels, Pastores Alemaes, Maltés, Yorkshire Terriers e Daschshund como
algumas das ragas mais prevalentes, achados confirmados posteriormente por Oliveira Filho
et al. (2010). No estudo de Salas et al. (2015) as ragas Poodle e Cocker foram as prevalentes,
representando 33,3% das ragas acometidas. Shafiee e colaboradores (2013) encontraram
predominancia de Pastor Alemdo, Daschshund e ragas cruzadas com terriers. Segundo
Sorenmo et al. (2011) o desenvolvimento neoplasico em fun¢io da raga € orientado por um
componente genético, teoria esta reforcada por estudos que demonstram que algumas
linhagens ou familias dentro de ragas especificas possuem maior risco de desenvolvimento

que outras.

2.3.2. Comportamento bioldgico
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Lesdes inicialmente benignas podem se tornar malignas e originar neoplasias de igual tipo
histologico, sugerindo que a medida que se desenvolvem, os tumores mamarios caninos

evoluem para malignidade (SORENMO et al., 2009).

As neoplasias de mama podem evoluir histologicamente para tecidos menos
diferenciados, ou seja, mais agressivos, levando a possibilidade de metastase para glandulas
mamarias adjacentes e outros 6rgdos (BENJAMIN, LEE, SAUNDERS, 1999; SORENMO et
al., 2009). Em torno de 25 a 50% dos TMC malignos se disseminam através de vasos
sanguineos e linfaticos, principalmente para os linfonodos regionais e pulmdes (HEDLUND,
2002). Segundo O’keefe (1997) estudos revelam uma porcentagem de recidiva de 70% em
animais com tumores maiores que 3 cm de didmetro e maior grau de anaplasia, € 30% nas
cadelas que possuem tumores menores ¢ mais diferenciados, ao longo de um ano de

avaliacdo.

O sistema TNM (Tumor/Linfonodo/Metéastase) ¢ uma classificagdo originalmente
proposta pela OMS, para tumores de mama em mulheres (OWEN, 1980), que foi
posteriormente reformulada por Rutteman, Withrow e MacEwen (2001). De acordo com
Nunes (2007), é considerado um fator prognostico validado pelo Colégio Americano de
Patologistas, e permite determinar o estadiamento do tumor, bem como acompanhar seu
comportamento bioldgico (progressdo, regressio ou estacionamento) (SAKAMOTO, 2011).

E norteado por trés elementos de avaliagio onde “T” indica a extensdo (em tamanho) do
tumor primario, “N” o envolvimento de linfonodos regionais e “M” a presencga/auséncia de
metastases a distancia (SAKAMOTO, 2011). De acordo com a classificagdo original da OMS,
o parametro “T” € subdividido em trés categorias que associam o tamanho do tumor a
evidéncias clinicas de fixagdo dos mesmos ao tecidos subjacentes (pele e musculatura). J& o
parametro “N” possui subclassificagdes que indicam o envolvimento de linfonodos regionais
(axilares e inguinais) ipsilaterais ou envolvimento bilateral dos mesmos, e cada uma delas
ainda ¢ subdividida no intuito de identificar se os mesmos estdo “livres” ou aderidos aos

tecidos subjacentes (TABELA 1).
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TABELA 1: Estadiamento do tumor de mama em cadela através do sistema TNM, proposto por Owen (1980)

T: diametro maximo do tumor

To: sem evidéncia de tumor

T;: didimetro maximo < 3cm
T;a: tumor nio fixo
T;b: tumor fixado a pele
Tic: tumor fixado a musculatura

T2: didmetro maximo de 3 - 5 cm

T,a: tumor nio ftixo
T,b: tumor fixado a pele

Toc: tumor fixado a musculatura

T3: > 5cm de didimetro
Tsa: tumor nio fixo
Tsb: tumor fixado a pele

Tsc: tumor fixado a musculatura

T4: tumor de qualquer tamanho, carcinoma inflamatério

N: envolvimento de linfonodos regionais (axilar e/ou inguinal)

NO: sem evidéncia de envolvimento de linfonodos
NI1: envolvimento de linfonodos ipsilaterai_s
N;a: linfonodos envolvidos nao-fixados

N;b: linfonodos envolvidos fixados

N2: envolvimento bilateral de linfonodos
N,a: linfonodos envolvidos nao-fixados

N,b: linfonodos envolvidos fixados

M: presenga de metistases a distincia

MO: auséncia de metastases

M1: presencﬁe}letéstases a distincia

ESTAGIO T N M
I Tia,bouc NO ou N;a (-) ou N»a (-) MO
B 1 T, | N; () MO
Ti,bouc Np (+)
T..bouc Ny (H) ouNa (+)
111 1 Qualquer T; 1 Qualquer N Mo
Qualquer T Qualquer Ny
v | Quzilquér T 1 Qua-lquer-N- M1




(-) = histologicamente negativo

(+) = histologicamente positivo
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Em 2001, Rutteman, Withrow e MacEwen propuseram uma reformulagdo do sistema de

classificagdo, originando uma versdo mais simplificada que ndo contempla a fixa¢do do tumor

e linfonodos aos tecidos subjacentes (pele e musculatura), durante a avalia¢do clinica para

estadiamento do tumor. Além disso a categoria “N” ndo subdivide o envolvimento dos

linfonodos em “ipsilateral” e “bilateral” (TABELA 2).

TABELA 2: Estadiamento do tumor de mama em cadela através do sistema TMN, proposto por Rutteman,

Withrow ¢ MacEwen (2001).

T: diAmetro maximo do tumor

T;: didimetro maximo < 3cm

" T2: didmetro maximo de 3 - 5 cm

T3: > 5cm de diAmetro

N: envolvimento de linfonodos regionais

NO: auséncia de metastases (cito ou histopatologico)

N1: presen¢a de metdstases (cito ou histopatolégico)

M: presenca de metistases a distancia

MO: auséncia de metastases

BYiE presenca de metdstases a distancia

ESTAGIO T N M
I T, NO MO
bl 1 T | No | MO

11 | T, NO i MO

v 1 Qualquer | N1 | MO

A% 1 Qualquer 1 Qualquer M1
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Em mulheres, esse sistema ainda é amplamente utilizado como fator preditivo no
acompanhamento clinico de carcinomas mamarios (ORUCEVIC et al., 2015) e, em cadelas
vém sendo associado a outros fatores de progndstico, como grau e tipo histoldgico
(CEROVSEK et al., 2013; PENA et al., 2013; GUNDIM et al., 2016) e a taxa de sobrevida
global (SANTOS et al., 2013). Gundim et al. (2016), observou que a maior parte dos
carcinomas simples, tipo histoldgico considerado agressivo, foram classificados em estagio I
pelo sistema TNM. Entretanto ndo houve diferenca significativa quanto a frequéncia das

cadelas com esse tipo histologico de tumor, entre os diferentes estagios.

Sakamoto (2011) encontrou correlagdo positiva entre o sistema TNM e o tipo histologico
das neoplasias de mama em cadelas, concluindo que quanto pior o tipo histologico da
neoplasia, mais avangado era o estagio clinico do animal de acordo com a classificagdio TNM
(p=0,0034), considerando-se o estadiamento clinico dentro de cada tipo histolégico. Por

exemplo, 83,3% (5/6) dos carcinomas solidos se enquadravam no estagio I'V.

2.3.3. Expressio de receptores

Sabe-se que a diversidade de fatores acerca da biologia tumoral muitas vezes dificulta
o diagnéstico mais acurado, bem a como a determinacdo de prognostico fidedigno e a
instituicdo do tratamento mais adequado. Tais casos exigem abrangéncia mais especifica das
caracteristicas celulares e moleculares dos neoplasmas, que vdo além da definicdo de
malignidade (CASSALI et al., 2014). A identificagdo de receptores celulares e moléculas
relacionadas a progressdo tumoral permite caracterizar o imunofendtipo das células

neoplésicas, que pode constituir um importante fator prognostico (HORTA et al., 2012).

Dentre os marcadores moleculares utilizados na oncologia humana, p53, Ki-67 e
HER-2 sdo alguns dos considerados fatores prognosticos independentes na rotina pds-
cirurgica de mulheres com cancer de mama (ZUCCARI et al., 2008). Em medicina
veterinaria, apesar da analise imunohistoquimica ainda ndo ser rotina, as possibilidades para
utilizagdo desta técnica sdo ilimitadas (HORTA et al., 2012). Ainda segundo esses autores, a
avaliagdo da proliferacdo celular, angiogénese, expressdo de COX-2 e outros marcadores

celulares representam fatores prognosticos e preditivos para inimeros processos neoplasicos.
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Lee et al. (2004) consideraram a superexpressdo da proteina pS3 como util na predigdo
do aumento do potencial maligno, associando-o a pior prognostico em cadelas com tumores
mamarios malignos. De acordo com este estudo, a maior expressdo de p53 se mostrou um
fator de risco independente relacionado ao aumento da recorréncia, mortalidade e reducdo do

tempo de sobrevida.

Acredita-se que a mutacdo deste gene seja a alteragdo genética mais comum entre 08
tumores mamarios caninos e que esteja diretamente associada a progressdo tumoral (VAN
LEEUWEN et al., 1996, VELDHOEN et al., 1999). Essa alterag¢do resulta na producdo de
uma proteina p53 defeituosa, ndo funcional e de eliminagdo lenta, o que leva ao seu acumulo
no interior da célula e permite a deteccdo da mesma, através da imunohistoquimica (SOUZA,
2006). Em mulheres, o prognostico parece ser ainda pior quando existe superexpressiao
concomitante das proteinas pS3 e HER-2. Postula-se que nesses casos, ocorre a perda do
mecanismo chave de controle da proliferacdo celular, resultando em um ativador de potencial

maligno e consequente fenotipo agressivo (ZUCCARI et al., 2008).

A detecg@o de marcadores da angiogénese tumoral se faz util, uma vez que a formacgao
de novos vasos sanguineos ¢ essencial para o crescimento, manuten¢do e disseminagdo dos
neoplasmas (HORTA et al., 2012). Os principais fatores pro-angiogénicos sdo o VEGF (fator
de crescimento do endotélio vascular), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas),
aFGF e bFGF (fatores de crescimento fibroblasticos acido e bésico respectivamente),
prostaglandina E2 e Interleucina-8 (CHUN, THAMM, 2007). O papel de VEGF como
marcador de malignidade e indicador de progndstico ja foi documentado em tumores

mamarios caninos e felinos (MILLANTA et al., 2006).

Em geral, os tumores mamarios caninos apresentam superexpressdo de COX-2, que ¢
particularmente mais intensa em tipos histologicos malignos e menos diferenciados (HELLER
et al., 2005). Millanta e colaboradores (2006) detectaram expressdo desta enzima em 100% e
96% dos carcinomas mamarios caninos e felinos, respectivamente. Queiroga e colaboradores
(2005) observaram niveis de expressdo consideravelmente aumentados em tumores que
exibiam caracteristicas clinicas tipicas de malignidade, como grandes dimensdes, ulceracdo de
pele, aderéncia aos tecidos subjacentes e baixa diferenciag@o histologica. Sugerem ainda que a
referida enzima possa exercer papel especial no desenvolvimento dos carcinomas
inflamatorios, através da degradacdo da matriz extracelular e potencializa¢ido da angiogénese.
O padrio de marcagdo se faz importante em termos de prognostico, considerando que a

marcagdo de membrana estd majoritariamente associada a tecidos ndo neoplasicos ou tumores



27

bem diferenciados, ao passo que a marcagdo citoplasmatica ¢ caracteristica de tumores mais

indiferenciados (MARQUES, 2013).

De acordo com os achados de Millanta et al. (2006), o aumento da expressdo desta
enzima concomitantemente a superexpressio de HER-2 em tumores pobremente
diferenciados, esteve correlacionado a um pior progndstico. Nesse sentido, a ativacdo de
oncogenes como HER-2, pode estar associada a indugo da expressdo de COX-2. Ainda neste
estudo, a expressdo elevada de COX2 foi estatisticamente associada a perda de expressdo dos
receptores de estrogénio (ER) e aumento da expressdo dos receptores de progesterona (PR),

refor¢ando que a enzima esta superexpressa em tumores de fendtipo agressivo.

O proto-oncogene HER-2 tem sido mundialmente estudado no contexto das neoplasias
mamarias. Sua positividade imuno-histoquimica € considerada marcador progndstico
desfavoravel em mulheres com cancer de mama, por estar relacionado a diminui¢do do tempo
de remissdo da doenca e redugdo da sobrevida das pacientes em até 50%, quando comparado
aos casos HER-2 negativos (ZUCCARI et al., 2008). Em fun¢do da sua relevancia na
oncologia humana, investigacdes tém sido centradas na expressdo proteica de HER-2 como
uma via de sinalizagdio na promog¢do do crescimento do tumor mamario canino

(KLOPFLEISCH et al., 2011).

Varios estudos vém sendo realizados no intuito de identificar uma relevancia
prognostica semelhante para a expressio de HER-2 nos tumores mamarios caninos
(KLOPFLEISCH et al, 2011). De acordo com Horta et al. (2012) essa proteina
provavelmente esta associada ao desenvolvimento e progressio tumoral de carcinomas
mamarios em cadelas, porém os resultados encontrados na literatura ainda s3o controversos.
Por exemplo, Gama, Alves, Schmitt (2008) associaram a perda da expressdao de HER-2 a mau
prognostico, quando ocorreu concomitantemente a auséncia de expressdo do receptor de
estrogénio e superexpressdo de algum dos marcadores de células basais (P-caderina, p63 ou

citoqueratina-5).

2.3.4. Grau histolégico

A graduagdo histologica originalmente proposta por Nottingham/Tenovus, e
posteriormente modificada por Elston e Ellis, em 1984, ¢ considerada um fator prognostico

independente para o cincer de mama humano (ELSTON e ELLIS, 1991). E um método
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subjetivo de avaliagdo do grau de diferenciagdo tumoral, baseado em suas caracteristicas
morfologicas, através dos parametros: formacgdo tubular, pleomorfismo nuclear e nimero de
mitoses. A maioria dos sistemas de classificagdo dos carcinomas mamarios caninos consistem
em modifica¢des deste método (SHAFIEE et al., 2013).

Observa-se diminuig¢do no grau de diferencia¢do do tumor proporcionalmente a baixa
formag@o tubular, alto grau de pleomorfismo nuclear (nucleos desuniformes em tamanho e
forma) e aumento do numero de figuras mitoticas (TABELA 3) (ELSTON e ELLIS, 1991).

Quanto maior a pontuagdo total para a amostra tecidual, mais indiferenciada ¢ a
neoplasia mamaria, sendo que tumores graduados entre 3 e 5 pontos sdo considerados bem
diferenciados; entre 6 e 7 pontos sdo moderadamente indiferenciados e entre 8 a 9 pontos,
pobremente diferenciados (ELSTON e ELLIS, 1991).

Shafiee et al. (2013) demonstraram que o método ¢ confidvel para graduacdo
histologica do tumor mamario canino e encontraram correlagdo positiva com a classificagdo
histopatologica, principalmente nos casos de carcinoma simples. Carcinomas com
prognostico relativamente favoravel, como os complexos, geralmente eram de grau II ou 11,

a0 passo que os simples quase sempre eram classificados como grau II1.

TABELA 3: Graduacio histolégica para tumores de mama em mulheres, adaptado por Elston ¢ Ellis (1991).

Elemento avaliado Pontuacgio
Formagao tubular

Em mais de 75% da arca tumoral 1

Entre 10 ¢ 75% da arca tumoral 2

Em menos de 10% da area tumoral 3

Pleomorfismo nuclear

Nucleos pequenos, em células uniformes
Aumento moderado no tamanho, variabilidade
Variabilidade marcada 3
Figuras de mitose
Numero de mitoses avaliados em 10 campos de | 1-3
microscopia

N

2.4. Classificagao histologica dos tumores mamarios caninos

O exame histopatolégico ¢ considerado o método de diagnostico definitivo para TMC.
Além de caracterizar microscopicamente o tumor, permite ao patologista avaliar se existe
infiltragdo de células neoplasicas na pele e demais tecidos moles adjacentes a lesdo (como
vasos sanguineos e linfaticos), obter detalhes histomorfologicos como presencga/auséncia de

pleomorfismo e grau de diferencia¢io celular, indice mitético e presencga/auséncia de necrose
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(MISDORP et al., 1999). Desta maneira, as caracteristicas histopatoldgicas da lesdo também
revelam diferentes tipos de comportamento biologico, incluindo o tipo histologico como um
dos fatores prognosticos (ZUCCARI et al., 2008).

Entretanto, em funcdo de sua complexidade histogenética, principalmente em termos de
heterogeneidade morfologica e comportamento biologico, a classificagdo histoldgica dos
tumores mamarios caninos em cadela ainda representa um campo cientifico controverso
(GAMA, ALVES, SCHMITT 2008). Existem diferentes propostas de classificagdo
histologica para os tumores mamarios caninos, incluindo Hampe e Misdorp (1974), Moulton
(1990), Benjamin, Lee, Saunders (1999), Misdorp et al. (1999), Goldschmidt et al. (2011),
Cassali et al. (2011) (CINTRA et al., 2014). Neste compilado serdo abordados Misdorp et al.
(1999), Goldschmidt et al. (2011) e Cassali et al. (2014).

2.4.1. Tumores malignos

2.4.1.1.Carcinoma in situ

Também denominado carcinoma ndo invasivo, apresenta-se em forma de um ou mais
nddulos bem delimitados, cujas células tumorais néo se infiltram através da membrana basal
subepitelial, ndo envolvendo o tecido mamario adjacente. Frequentemente crescem em
tubulos ou lébulos pré-existentes, em cistos ou ductos dilatados (MISDORP et al., 1999).
Segundo os referidos autores, como a diferenciagdo entre um carcinoma in sifu € uma
hiperplasia lobular com severa atipia ou epiteliose atipica pode ser muito dificil, somente as
lesdes que apresentam caracteristicas citologicas ou histologicas semelhantes aos seus
homologos invasivos devem ser classificadas como cancer in situ. Segundo Cassali et al.
(2014) existe uma correlagdo direta entre a presenga de carcinoma in situ ductal, de lesdes de
células colunares atipicas e carcinoma mamario invasivo em caes.

As células tumorais podem ser arranjar em: padrdo cribiforme (mais diferenciado), padrio
solido (com ou sem necrose central) e um padrio menos diferenciado, onde as células
encontram-se “espalhadas” sobre a membrana basal, revestindo-a (MISDORP et al., 1999,
MISDORP et al., 2002).

O formato celular pode ser poligonal, arredondado ou cuboide e a proporgdo

nucleo:citoplasma geralmente € alta, ja4 que muitas vezes as células possuem uma quantidade



30

escassa de citoplasma eosinofilico. Os nucleos podem ser hipercromaticos, centralizados, de
formato arredondado e oval com cromatina condensada e um unico nucléolo central
basofilico, existindo moderada taxa de anisocariose e indice mitdtico variavel

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

2.4.1.2.Carcinoma complexo

O carcinoma complexo ¢ um tipo de tumor relativamente comum na cadela,
usualmente caracterizado por crescimento expansivo e lobulado, e rara invasdo linfatica
(MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Possui componente epitelial maligno e um
componente mioepitelial benigno, ambos suportados por um estroma fibrovascular
(GOLDSCHMIDT et al., 2011). Segundo Misdorp et al. (1999), a primeira populacdo celular
pode apresentar padrdo tubulopapilar ou soélido, podendo ocorrer metaplasia escamosa de uma
das regides. Goldschmidt et al. (2011) descreve a disposig@o das células epiteliais neoplésicas
em tubulos irregulares revestidos por uma ou mais camadas de células cuboidais ou colunares,
de citoplasma eosinofilico moderado a escasso. Pode-se encontrar moderada ou exacerbada
quantidade de anisocariose e anisocitose, variada taxa de mitose e padrdo focal ou multifocal
de necrose das células epiteliais.

As células mioepiteliais geralmente apresentam formato fusiforme, e estdo arranjadas
em padréo reticular ou estrelado (MISDORP et al., 1999), dentro de um intersticio disposto
em feixes e formado por matriz basofilica fibrilar. Possuem a borda celular pobremente
delimitada, citoplasma escasso a moderado, levemente eosinofilico e nucleo central de
formato ovoide a circular e nucléolo central. Indices de anisocariose e anisocitose sdo
minimos (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

O diagnoéstico diferencial entre carcinoma complexo altamente diferenciado e
adenoma complexo normalmente € dificil, sendo baseado em indicativos de malignidade
como auséncia de céapsula, alta celularidade, crescimento infiltrativo, focos de necrose, alto
indice mitético e pleomorfismo do componente epitelial (MISDORP et al, 1999;
GOLDSCHMIDT et al., 2011). Pode-se encontrar, ocasionalmente, uma substancia mixéide
intercelular nesses tumores, que deve ser diferenciada de tecido cartilaginoso jovem existente

em carcinossarcomas (MISDORP, 2002).
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2.4.1.3.Carcinoma simples

O carcinoma simples ¢ formado por um unico tipo de populagdo celular, semelhante as
células epiteliais luminais ou as células mioepiteliais do tecido mamario (GOLDSCHMIDT et
al.,, 2011). Possuem probabilidade superior a 50% de infiltragdo nos tecidos adjacentes e alta
tendéncia a se propagar pelas vias linfatica e hematdgena. A quantidade de estroma ¢ variavel

e pode estar associado a necrose ou ndo (MISDORRP et al., 1999).

Fatores como arquitetura de crescimento das células neoplasicas, grau de diferenciagio
e comportamento bioldégico do carcinoma simples, permitem classifica-lo em: carcinoma
tubular, carcinoma tubulo-papilar, carcinoma cistico-papilar, carcinoma solido,
comedocarcinoma, carcinoma cribriforme e carcinoma anaplasico (GOLDSCHMIDT et al.,
2011). A classificagdo de Misdorp et al. (1999) contempla trés tipos de carcinoma simples,
cuja sequéncia em termos de aumento da malignidade é: carcinoma tubulopapilar - carcinoma

solido - carcinoma anaplasico.

2.4.1.4.Carcinomas tubular, papilar e tibulo-papilar

No carcinoma mamario tubular, de ocorréncia comum na cadela, as células
neoplasicas possuem morfologia variada e estdo arranjadas em padrdo tubular. Geralmente o
citoplasma ¢ eosinofilico e as margens celulares relativamente distintas, com atividade
mitética variada. O comportamento infiltrativo da neoplasia em conjunto com anisocariose €
aumento da atividade mitética, sdo fatores auxiliares no diagnédstico diferencial mediante
suspeita de adenomas, carcinoma in sifu e carcinomas, uma vez que sdo indicativos de

malignidade (GOLDSCHMIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2014).

Quando as células tumorais se projetam para o interior do limen tubular em forma de
papilas sésseis ou pedunculadas, tem-se o carcinoma tubulopapilar. Tais papilas sdo
sustentadas por uma fina camada de estroma fibrovascular conectivo (GOLDSCHMIDT et al.,
2011). Segundo Misdorp et al. (1999), carcinoma tubulopapilar € uma categoria subdividida
em carcinoma tubular — que s6 possuem tubulos, sem os elementos papilares; e carcinoma
papilar — que ndo possuem os elementos tubulares. Ainda segundo os referidos autores, o

subtipo papilar ocorre com frequéncia no cdo e possui estroma escasso. Seguindo o mesmo
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raciocinio de classificacdo, Cassali et al. (2014) adaptaram um sistema anteriormente proposto
por Seixas et al. (2007), onde carcinomas que possuem formagao tubular em mais de 60% de
sua estrutura sdo considerados “tubulares” e aqueles que possuem mais de 60% da area

neoplasica constituida por papilas sdo denominados “papilares”.

Cassali et al. (2014) descreve variagdes na apresentacdo do carcinoma papilar, em
funcdo da existéncia de variantes malignas. A existéncia de células mioepiteliais entre as
células epiteliais da projecdo papilar e a membrana basal, caracterizam envolvimento de
componentes epiteliais € mesenquimais. LesGes papilares benignas podem estar associadas a
areas carcinomatosas in sifu, onde as células epiteliais se proliferam de maneira uniforme, em
padrdes de crescimento solido ou cribriforme. Com relagdo a existéncia/integridade da
membrana basal, existem os carcinomas papilares ndo-invasivos ou encapsulados, que
normalmente sdo tumores solitarios, formados por células bem diferenciadas, com baixo a
moderado grau histologico e nos quais a membrana celular basal estd preservada. J& nos
carcinomas invasivos, ocorrem areas de invasdo estromal através da membrana, sem

morfologia papilar.

Quando a proje¢do de células neopléasicas em forma papilar ocorre no interior de
limens ductais dilatados ou cisticos, tém-se o carcinoma cistico-papilar (GOLDSCHMIDT et
al., 2011; CASSALI et al., 2014) que s@o tumores bem demarcados, com papilas revestidas
por fina camada de tecido conectivo estromal e semelhantes a lesdes benignas como
hiperplasia ductal papilomatosa, sendo dificil sua distingdo histopatologica. Entretanto,
metastases inesperadas oriundas deste tipo de carcinoma para linfonodos regionais tém sido

relatadas em caes (MISDORP et al., 1999; MISDORP 2002).

2.4.1.5.Carcinoma solido e cribriforme

O carcinoma solido € um tipo de carcinoma no qual as células estdo dispostas de
forma compactada em corddes, ldminas ou ninhos, e frequentemente sdo indiferenciadas,
exibindo nucleos pequenos e hipercromaticos, além de alta taxa mitdtica (CASSALI et al,
2014). Outras caracteristicas de malignidade incluem pobre delimitagdo celular, anisocariose
e anisocitose moderadas a severas além de frequente infiltracdo de células neoplasicas em

vasos linfaticos peritumorais (GOLDSCHMIDT et al., 2011). A existéncia de células com
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citoplasma vacuolizado indica uma possivel origem tumoral em células mioepiteliais

(MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014).

Ao contrario do tipo histoldgico anterior, o padrdo cribriforme de carcinoma ¢
incomum em cdes. E uma variacdo do carcinoma mamario solido, onde as células estdo
unidas por pontes e arranjadas de maneira a delimitar [imens pequenos e circulares, formando
uma estrutura que lembra uma “peneira” (MISDORP, 2002; GOLDSCHMIDT et al., 2011).
A ocorréncia de anisocariose e anisocitose € moderada, com formato celular variando de
poligonal a colunar, e tecido conectivo insterticial esparso. O nimero de mitoses ¢ variavel

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

2.4.1.6.Carcinoma anaplasico

Caracterizado por ser altamente indiferenciado e agressivo, o carcinoma anaplasico
apresenta um padrdo de crescimento difusamente infiltrativo, justificando sua capacidade de
recidivar precocemente e metastatizar com facilidade (CASSALI et al., 2014). E formado por
células grandes, pleomorficas e que frequentemente apresentam nucleos bizarros ricos em
cromatina, sendo algumas multinucleadas. E possivel observar células invadindo o frouxo
estroma, além de alta taxa mitotica e muitas figuras atipicas (MISDORP et al., 1999;

CASSALl et al,, 2014).

A diferenciagdo histopatologica em relagdo a outras lesdes inflamatorias pode ser dificil,
uma vez que a caracteristica infiltrativa do tumor geralmente evoca marcada reacgio tecidual
caracterizada por proliferacio de miofibroblastos, infiltragdo de linfocitos, células
plasmaticas, mastocitos, e ocasionalmente, neutrofilos ou eosindfilos e macréfagos
(GOLDSCHMIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2014). Tal dificuldade também existe para a
diferenciacdo entre carcinomas extremamente anaplasicos e rabdomiossarcomas igualmente

indiferenciados (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002).

2.4.1.7.Carcinoma em tumor misto

Sdo neoplasias muito frequentes em cadelas, e que exibem um padrdo histologico

complexo, abrangendo componentes de origem epitelial e mesenquimal. (CASSALI et al,,
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2014). O componente epitelial ¢ maligno e o componente mesenquimal (que pode ser
formado por tecido cartilaginoso, 6sseo ou adiposo) é benigno (GOLDSCHMIDT et al.,
2011). Podem conter focos de células epiteliais com elevado pleomorfismo, além de mitoses
atipicas. As células epiteliais malignas frequentemente exibem crescimento infiltrativo, que
pode ser identificado através da perda de continuidade da camada mioepitelial, associada a
aglomerados celulares invadindo o estroma. Esse tipo histologico pode ser resultante da
evolucdo maligna de lesdes benignas pré-existentes, sendo possivel observar a existéncia de
tecido ndo-neoplasico sendo invadido pela proliferagdo carcinomatosa, ao exame

histopatologico (CASSALI et al., 2014).

2.4.1.8. Tipos especiais de carcinoma

2.4.1.8.1.Carcinoma de células escamosas

E um tipo tumoral altamente infiltrativo e comumente associado a invasdo de tecidos
linfaticos, mas de ocorréncia incomum nos cdes. Apresenta uma arquitetura tecidual
particular, com proliferagdo de células escamosas em forma de 1aminas so6lidas e corddes, com
areas de corneificacdo. As areas tumorais periféricas sdo formadas por células basaldides, e o
centro da lesdo apresenta queratina laminada, onde células necroticas podem ser identificadas
(MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014). As células tumorais
possuem nucleos largos e produzem tonofilamentos em seus citoplasmas. Pontes

intercelulares podem ser encontradas (GOLDSCHMIDT et al, 2011).

Histologicamente, o carcinoma de células escamosas originado na glandula mamaria
(ducto do teto ou células epiteliais ductais dos alvéolos mamadrios) € idéntico aos que tem
inicio na pele ou em tecidos adjacentes, o que dificulta essa diferenciagdo (GOLDSCHMIDT
et al., 2011). O carcinoma adenoescamoso € uma variagdo deste tipo histolégico, que possui
estruturas glandulares em sua formagdo, o que constitui um fator diferencial (MISDORP et

al., 1999).

Alguns tumores podem ser caracterizados por infiltrados secundarios de células
inflamatorias, incluindo numerosos neutrofilos. Este padrao histologico deve ser diferenciado
de processo inflamatério dos ductos mamarios acompanhado por metaplasia de células

escamosas ductais (MISDORP et al., 1999; GOLDSCHMIDT et al., 2011).
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2.4.1.8.2.Carcinoma de células fusiformes

E formado por células fusiformes usualmente dispostas em padrdo epitelial, as vezes
solido ou podendo conter alguns tibulos, mas acredita-se que alguns destes carcinomas
possuam origem mioepitelial. Observa-se grupos de células neoplasicas envoltas por fibras
reticulares (arquitetura histologica auxiliar na diferenciagdo dos fibrossarcomas) onde as
células fusiformes sdo individualmente envoltas pelas referidas fibras (MISDORP et al.,
1999; MISDORP, 2002). A confirmagdo do diagnédstico requer que pelo menos 80% da area
tumoral possua caracteristicas deste subtipo de carcinoma: citoplasma eosinofilico e
frequentemente vacuolizado, com nucleo oval, vacuolado e contendo cromatina fragmentada

(CASSALI et al., 2014).

Segundo Goldschmidt et al. (2011), a morfologia celular ¢ insuficiente para se chegar
ao diagnostico diferencial, devendo o patologista recorrer a imunohistoquimica para
diferenciagdo entre neoplasmas de células fusiformes de origem epitelial e mesenquimal.
Neste contexto, sdo utilizados anticorpos especificos contra proteinas de células epiteliais
(citoqueratinas) e de células mesenquimais (vimentina). A coloragdo positiva para
citoqueratina confirma a origem epitelial da neoplasia, descartando tumores de origem
mesenquimal, como o fibrossarcoma (CASSALI et al., 2014). Sua ocorréncia em caes ¢

incomum (MISDORP et al., 1999; CASSALI et al., 2014).

2.4.1.8.3.Carcinoma mucinoso

Este tumor ndo € bem descrito na literatura veterinaria, considerando sua rara
ocorréncia e consequente escassez de estudos envolvendo fatores clinicos e patoldgicos, em
animais (CASSALI et al., 2014). Ocorre proliferagdo de células epiteliais em padro estrutural
solido, tubular ou papilar, e formagdo de espagos preenchidos por abundante material

mucinoso, de coloragdo PAS positiva (MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014).

Pode ser uma variagdo de carcinoma simples ou complexo (MISDORP et al., 1999),
mas segundo Cassali et al. (2014) ao menos 40% do crescimento tumoral neste tipo

histologico € caracterizado pelo acimulo de mucina predominantemente no lumen ductal.
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Quando ocorre difusdo do material mucinoso através deste componente, t€ém-se o carcinoma
mucinoso invasor. Segundo Goldschmidt et al. (2011) as células secretoras sdo positivas para
citoqueratina (caracterizando sua origem epitelial), e deve-se diferenciar esse tipo tumoral do

carcinoma complexo com abundante matriz extracelular do tipo mucinosa.

2.4.1.8.4.Carcinoma rico em lipideos

Possui como principal caracteristica histologica o crescimento expansivo através da
proliferacdo de células com citoplasmas acentuadamente vacuolizados e ricos em lipideos
(MISDORP et al., 1999). Sua ocorréncia € extremamente rara na espécie canina (MISDORP,
2002), mas pode ser encontrado em cadelas jovens e nuliparas, associado a invasdo linfatica

local e metastase em linfonodos (GOLDSCHMIDT et al. 2011).

Dispostas em grupos solidos ou corddes, as células neoplasicas sdo circulares ou ovais,
estdo separadas por quantidade moderada de estroma e comumente apresentam um Unico
vacuolo citoplasmatico deslocando o nucleo para a periferia celular (CASSALI et al., 2014).
O aspecto nuclear ¢ vesicular, com cromatina aglutinada, um ou dois nucléolos. Taxas de
anisocariose e anisocitose sdo moderadas a severas, bem como de figuras celulares atipicas, e
as figuras mitoticas estdo presentes em quantidade varidvel (GOLDSCHMIDT et al., 2011).
Segundo Cassali et al. (2014) o diagnostico maligno € confirmado quando mais de 80% das
células neoplésicas sdo secretoras de lipideos. Ao contrario dos tipos mucinoso e secretorio
(outro tipo especial de carcinoma), as células neopléasicas dos carcinomas ricos em lipideos
sdo PAS negativa, o que torna esse tipo de coloracdo um dos auxiliares no diagnoéstico
diferencial. J4 a caracterizagdo imunohistoquimica através da marcacdo de citoqueratina e alfa

actina demonstrou resultados variaveis.

2.4.1.9. Sarcomas

Os tumores malignos de tecidos mesenquimais (sarcomas) correspondem entre 10 a
15% das neoplasias mamarias em cdes. Macroscopicamente sdo bem definidos e firmes a
palpagdo. Sarcomas mamarios estdo associados a um prognoéstico desfavoravel, em fungdo de
sua alta tendéncia em recidivar e a formar metastases para linfonodos regionais e pulmdes

(MISDORP, 2002). Os tipos histoldgicos mais comuns sdo o fibrossarcoma e osteossarcoma
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(MISDORP et al., 1999, CASSALI et al, 2014). A ocorréncia de condrossarcomas e
lipossarcomas ¢ rara (MISDORP et al., 1999).

2.4.1.9.1.Fibrossarcoma

Esse tipo de sarcoma € caracterizado pela proliferacdo de células fusiformes em um
padrdo claramente entrelagado (GOLDSCHMIDT et al., 2011). As células neoplasicas sdao
revestidas por fibras colagenas e de reticulina, dispostas paralelamente ou a esmo (MISDORP
et al., 1999; CASSALI et al., 2014). Possuem bordas celulares mal delimitadas, com pequena
quantidade de citoplasma eosinofilico, nucleo oval e nucléolo de apresentacdo variavel.
Frequentemente esses tumores apresentam significativa quantidade de anisocariose e

anisocitose, bem como de figuras mitéticas (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

A diferenciagdo entre fibrossarcomas necroticos e hemorragicos pode ser dificil em
relacdo as lesdes hemorragicas encapsuladas ou abcessos. Via de regra, as areas de
hemorragia e necrose dos fibrossarcomas estdo localizadas no centro do tumor, de modo que
as areas periféricas das lesdes normalmente permitem um diagnoéstico correto (MISDORP et
al., 1999; MISDORP, 2002). O diagnéstico diferencial também deve incluir mioepiteliomas
malignos, carcinomas de células escamosas (por imunohistoquimica) e hemangiopericitomas
(GOLDSCHMIDT et al., 2011). Nestes ultimos, observa-se um padrdo vascular, onde as
fibras coldgenas se proliferam ao redor dos vasos sanguineos de forma concéntrica

(MISDORP et al., 1999).

2.4.1.9.2.0steossarcoma

A producdo de ostedide pelas células neoplasicas caracteriza esse tipo histologico de
sarcoma. Observa-se proliferagdo de células com formato variando de fusiforme a estrelado
(ou até oval) em meio a formagdo ostedide ou 6ssea (GOLDSCHMIDT et al., 2011). A matriz
¢ mais densa no centro do tumor, ao passo que regides periféricas possuem maior
celularidade. Pleomorfismo celular e taxa mitética geralmente sdo proeminentes (MISDORP
et al., 1999). Apesar disso, tanto os tumores primarios quanto suas metastases podem ser

altamente diferenciados (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014).
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Essas neoplasias podem se apresentar como “osteossarcomas puros” ou “tumores
combinados”. Nos ultimos, o tecido 6sseo maligno pode ser encontrado concomitantemente a
componentes fibrosos e cartilaginosos, e até mesmo células adiposas (MISDORP et al., 1999,
MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014). Diagnéstico diferencial deve incluir a formagao
Ossea indireta que ocorre ao longo da fase intermediaria de constituigdo do tecido

cartilaginoso em condrossarcomas (MISDORP, 2002).

Sua ocorréncia foi relacionada a pacientes com historico de crescimento rapido e
recente de massa tecidual pré-existente na glandula mamaria ja a algum tempo (até por anos),
e posterior disseminagdo por via hematdgena, principalmente para os pulmdes

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

2.4.1.9.3.Carcinosarcoma

Também denominado tumor misto maligno da glandula mamaria (GOLDSCHMIDT
et al., 2011, CASSALI et al., 2014), o carcinosarcoma € composto por células
morfologicamente semelhantes aos componentes epiteliais malignos (células epiteliais
luminais ou mioepiteliais) e por células semelhantes ao tecido conectivo maligno (elementos
mesenquimais), sendo reconhecidas associagdes de todos os tipos de diferenciagdo
carcinomatosa e sarcomatosa existentes (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; CASSALI
etal., 2014).

Macroscopicamente, apresentam-se bem circunscritos e com superficie firme ao corte.
E potencialmente metastatico, podendo disseminar ambos ou apenas um dos componentes
teciduais malignos (MISDORP, 2002). De acordo com Goldschmidt et al. (2011) os de
natureza epitelial se disseminam via através de vasos linfaticos para os linfonodos regionais e
pulmdes, ao passo que componentes mesenquimais o fazem por via hematdgena, para os

pulmdes.

2.4.2. Tumores benignos
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2.4.2.1.Adenoma simples

Adenomas simples sdo neoplasias formadas pela proliferagdo benigna de um dos
componentes epiteliais da glandula mamaria (epitelial luminal ou mioepitelial), de rara
ocorréncia no cdo (MISDORP et al., 1999). A multiplicac¢do celular é uniforme, caracterizada
por anisocariose, anisocitose e figuras mitdticas em quantidades minimas.
Macroscopicamente, sdo lesdes nodulares ndo-infiltrativas e bem demarcadas, com suporte

fibrovascular moderado a escasso (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Quando o componente epitelial estd envolvido, o adenoma ¢ do tipo tubular simples
(MISDORP et al., 1999; CASSALI et al., 2014). Os tabulos sdo revestidos por uma unica
camada de células colunares ou cuboides, com quantidade moderada de citoplasma
eosinofilico. O nucleo € central, de formato arredondado a oval, com nucléolo pequeno e

também centralizado (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Tumores formados por células fusiformes, normalmente dispostas em padrdo solido,
sdo denominados mioepiteliomas (MISDORP et al., 1999; CASSALI et al., 2014). Dispostas
em feixes curtos misturados a uma matriz mixdide, as células apresentam pequena quantidade
de citoplasma, nucleo hipocroméatico de formato arredondado, além de bordas pobremente

demarcadas (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

2.4.2.2.Adenoma complexo

Ao contrario dos adenomas simples, os do tipo complexo ou adenomioepiteliomas
ocorrem com frequéncia em cdes (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Ambos os
elementos epiteliais (luminal e mioepitelial) constituem o tumor, mantendo a mesma
arquitetura histologica descrita anteriormente (para adenomas simples) (GOLDSCHMIDT et
al., 2011), fazendo-se exce¢do a auséncia de matrix mixoide neste tipo neoplasico, segundo
Cassali et al. (2014). Entretanto, Misdorp (2002) faz referéncia a produgdo de substancia tipo
mucina pelas células mioepiteliais, que pode ser confundida com material condroide

caracteristico de tumores mistos benignos.

De acordo com Misdorp et al. (1999), Misdorp (2002) e Cassali et al. (2014), as

seguintes caracteristicas histoldgicas embasam o diagnostico histopatologico para o referido
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tumor: presenca de capsula, auséncia de necrose e atipia, além de baixa atividade mitotica. No
entanto, o diagndstico diferencial pode ser dificil e deve incluir os tumores mistos benignos,
fibroadenomas, hiperplasia lobular (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002) e carcinomas
complexos bem diferenciados (MISDORP et al., 1999; CASSALI et al, 2014).

2.4.2.3.Adenoma basaloide

A massa neoplasica é constituida por corddes e aglomerados de células epiteliais
basaloides monomorficas, as vezes corneificadas (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002)
e frequentemente localizadas na regido luminal de ductos ectasicos (dai o sinonimo Adenoma
Ductal). Ocorre a formagado de duas fileiras celulares distintas - uma luminal e outra basal. A
primeira ¢ constituida por células colunares a cuboidais, de margens relativamente
indefinidas, citoplasma eosinofilico moderado a escasso. O nucleo, com proeminente nucléolo
basofilico, possui localiza¢do variada. Taxas de anisocariose e anisocitose sdo variadas, com
poucas figuras mitdticas (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Na camada periférica, as células
assumem arranjo em “palicada” e estdo orientadas de encontro a fina lamina basal,

caracteristica que diferencia o adenoma basaldide do tipo simples (MISDORP, 2002).

Esse tipo histoldgico costuma atingir pequenas dimensdes, ser bem circunscrito € ndo
desenvolver metastases. Casos raros de metastatizacdo de massas tumorais com as referidas
caracteristicas histologicas tém sido reconhecidos como carcinoma com diferenciagdo
escamosa (MISDORP, 2002). Entretanto, estudos adicionais se fazem necessarios no intuito

de melhor categorizar as lesdes basaloides (MISDORP et al., 1999).

2.4.2.4.Fibroadenoma

O Fibroadenoma ¢ um tumor benigno relativamente comum na cadela, caracterizado
pela proliferacio de células epiteliais e estromais fibroblasticas, podendo haver células
mioepiteliais concomitantemente. A existéncia do ultimo componente pode dificultar o

diagnostico diferencial com adenomas complexos (MISDORP et al., 1999; MISDORP 2002).
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No componente epitelial observa-se a formac¢do de tabulos revestidos por células
cuboidais ou colunares, com nucleo arredondado e uniforme. J4 o estroma apresenta tecido
conectivo frouxo com mucopolissacarideos, e fibroblastos com margens mal demarcadas,
nucleos alongados e pouco citoplasma. Entretanto, neoplasias em estdgio avancado de
desenvolvimento geralmente possuem o tecido conectivo denso e hialinizagdo do estroma

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

O estroma pode circundar as formagdes tubulares - fibroadenomas pericanaliculares ou
periductais — ou comprimir os tubulos, levando a sua deformacdo — fibroadenomas
intracanaliculares ou intraductais (MISDORP et al., 1999; CASSALI et al, 2014). Com
relacdo ao padrao histolégico de proliferagdo celular, podem apresentar baixa ou alta
celularidade, sendo os ultimos ricos em fibroblastos e figuras mitéticas (MISDORP et al.,

1999).

2.4.2.5.Papiloma ductal

Consiste em uma massa ramificada ou lobulada, de rara ocorréncia em cées, onde
células do componente epitelial proliferam de forma organizada, no interior de ductos
distendidos (MISDORP et al., 1999). Também denominado adenoma papilar intraductal,
demonstra um padrdo de crescimento arborescente ou papilar, suportado por um eixo
fibrovascular. As papilas podem se desenvolver em um Unico foco ou em varios ductos, de
maneira multifocal (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Os ultimos devem ser diferenciados de
papilomatose ductal, um tipo de lesdo epitelial hiperplasica com um componente intraductal

(MISDORP, 2002).

As células epiteliais luminais formam uma camada unica no interior do ducto,
possuem nucleos ovais normocrémicos e pequena quantidade de citoplasma eosinofilico.
Areas de hialinizagio do estroma com aprisionamento de elementos epiteliais estio
ocasionalmente presentes (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Atipia celular e taxas mitoticas sdo
minimas (CASSALI et al., 2014).

2.4.3. Lesdes mamarias niao neoplasicas
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Alteragdes moleculares do epitélio mamario podem resultar em desordens de
proliferacdo celular, como processos hiperplasicos e displasicos diversos. Todas as condigdes
que refletem alteragdes proliferativas ou degenerativas do tecido mamario estdo reunidas em
um complexo denominado Doengas Fibrocisticas, basicamente caracterizado pela interagdo
anormal entre componentes epiteliais e mesenquimais (MISDORP et al., 1999; MISDORP,
2002). Acredita-se que a maioria das prolifera¢des celulares tenha inicio nos ductos mamarios
terminais, com evolucdo posterior para alteragdes hiperplasicas de ductos extralobulares
(hiperplasia ductal) e/ou dos ductos intralobulares (hiperplasia lobular) (MISDORP et al,,
1999).

Essas lesdes sdo relativamente comuns em cides e acredita-se que representam estagios

evolutivos da progressdo de neoplasias malignas (CASSALI et al., 2014).

2.4.3.1. Hiperplasia ductal

E caracterizada pela proliferagdo, nos ductos mamarios extralobulares, de células
epiteliais luminais pequenas e uniformes, com nucleos igualmente padronizados e camada de
células mioepiteliais bem definida. As hiperplasias difusas ou multifocais sdo denominadas
epitelioses ou papilomatoses, e eventualmente conduzem a obstru¢do parcial ou total dos
ductos (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; CASSALI et al., 2014). Na papilomatose o
padrdo de crescimento ¢ papilar, sem sustentagdo por estroma fibrovascular

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

As células possuem nucleo hipercromatico, com baixo grau de pleomorfismo e
citoplasma escasso (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Figuras mitoticas, assim como células
atipicas normalmente existem em pequeno numero ou estdo ausentes. Presenca de atipia
celular moderada a exacerbada caracteriza a lesdo como hiperplasia ductal atipica, que ¢
considerada indicativa de desenvolvimento posterior de carcinoma ductal invasivo
(MISDORP, 2002). Histologicamente, observam-se pequenas células com nucleos
monomorficos formando pontes solidas através do lumen, com uma camada organizada de

células mioepiteliais delimitando o ducto (CASSALI et al., 2014).

Segundo Cassali et al. (2014) a diferenciacdo entre lesdo hiperplasica atipica e

carcinoma in sifu ductal de baixo grau ¢ dificil. Estudos moleculares demonstraram que
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ambas as lesdes possuem alteragdes cromossdmicas similares e compartilham papéis
semelhantes na transformac¢do maligna dos componentes celulares da glandula mamaria

(FERREIRA, 2010; FERREIRA et al., 2012).

2.4.3.2. Hiperplasia lobular

Misdorp et al. (1999) subdivide a hiperplasia lobular de acordo com o componente

envolvido na proliferagdo:

- Hiperplasia epitelial: quando ocorre proliferagdo das células epiteliais luminais dos ductos
intralobulares, mantendo-se um padro de crescimento semelhante ao que ocorre na

hiperplasia ductal.

- Adenose: reflete a proliferacio nao-neopléasica das unidades ductais intralobulares, que
aumentam em numero. Pode ocorrer crescimento intraductal, periductal ou de ambas as
regides, refletindo proporgdes variadas de componentes epiteliais, mioepiteliais e de tecido

fibroso. Quando o crescimento do ultimo € marcante, utiliza-se o termo adenose esclerosante.

Cassali et al. (2014) ndo consideram a adenose como um tipo de hiperplasia lobular,
mas descrevem-nas como duas lesdes distintas. Além disso, afirma a existéncia de um padrio
de crescimento morfologicamente distinto nas hiperplasias ductal e lobular. Na ultima,
observa-se a proliferacdo de células com nucleos pequenos e arredondados, centralmente
posicionados, com baixo grau de pleomorfismo. Algumas vezes exibem vactolo
intracitoplasmatico unico. Ainda segundo os referidos autores, o acometimento de cinco ou
mais unidades acinares denota o desenvolvimento de hiperplasia lobular atipica (que possui

grande potencial de transformagdo maligna).

A adenose ¢ uma lesdo de ocorréncia incomum em cdes, que aparentemente nao esta
relacionada a uma progressdo neoplasica (CASSALI et al., 2014). Pode ser encontrada em
tecido mamario adjacente a neoplasmas, mas em geral ndo exibem altera¢des atipicas

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).
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2.4.3.3. Cistos

Podem exibir atrofia epitelial ou até mesmo hiperplasia com crescimento em padrio
papilar. Geralmente sdo multiplos, e por vezes associados a formagao de doenga fibrocistica
(MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Sdo lesGes mamadrias incomuns em caes,
formadas por células semelhantes as células epiteliais luminais e que possuem pelomorfismo

e atividade mitdtica moderada a baixa (JONES, HUNT, KING, 2000).

2.4.3.4. Ectasia ductal

Consiste em um processo de dilatagdo progressiva do sistema ductal mamario, cuja
diferenciacdo em relagdo ao cisto pode ser dificil. Em geral, as ectasias sdo lesdes de
dimensdes menores e origem ductal reconhecivel. Por vezes, a perda da continuidade do
revestimento epitelial ductal resulta em invasdo do tecido lipidico estromal e consequente
reagdo inflamatdria local (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Pode-se notar também
debris necroticos, quantidade variada de macréfagos degenerados e tragos de colesterol no
limen. Esse processo pode ser secundario a obstrugdo luminal por neoplasias mamarias

(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

2.4.3.5. Fibrose focal ou fibroesclerose

E um termo utilizado para caracterizar a proliferagio de tecido fibroso, que
normalmente ocorre na maioria das displasias mamarias acima descritas. Nado se refere a um
diagnostico final, mas se propde a qualificar a lesdo em questdo. Hiperplasias lobulares e
ductais podem apresentar a fibrose focal em sua constitui¢do, por exemplo (MISDORP et al.,

1999; MISDORP, 2002).

2.4.3.6.Ginecomastia
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E a denominagio dada ao aumento de volume da glandula mamaria em cdes machos,
resultante da hiperplasia ductal e estromal. Esta condi¢do geralmente reflete a sindrome de

feminizacdo em cdes com sertoliomas (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002).

2.5. HER-2: papel na carcinogénese dos tumores de mama em mulheres e na

cadela

Também denominado c-erBb2, HER-2 e HER2/neu, o HER-2 é um dos membros da
familia de receptores de fator de crescimento epidermal (familia HER) e atua como proto-
ocogene, ao exercer importante papel na regulagdo do crescimento, sobrevivéncia e
diferenciacdo das células (GUTIERREZ, SCHIFF, 2011). Codifica uma proteina de mesmo
nome, de localizagdo transmembranar, composta por trés dominios: extracelular,
transmembranar e intracelular (Kraus, et al., 1989 apud Beselga, 2013), que assim como as
demais proteinas da familia HER, sdo fundamentais para o desenvolvimento de diversos
orgados e tecidos, em condi¢des fisioldgicas (FREITAS, 2008). Ainda ndo existe um ligante
especifico para o sitio extracelular de HER-2, e sabe-se que essa proteina pode sofrer
heterodimeriza¢do como outro membro da familia HER ou formar homodimeros (HER2:2) de
forma espontanea, quando esta expressa em niveis elevados no tecido (GUTIERREZ, CHIFF,
2011). Neste caso a proteina se torna ativada e capaz de transduzir sinais intracelulares que
podem afetar o crescimento celular e desencadear eventos pré-neoplasicos como inibi¢do da

apoptose, migragdo e invasividade celular, e angiogénese (FREITAS, 2008).

Quando sofre mutag¢do, o gene inicia a transformacgdo celular neoplésica, estando
diretamente envolvido na carcinogénese mamaria (DUTRA et al., 2004). Isso decorre da
ativagdo do ciclo de crescimento celular que resulta no surgimento de varias figuras mitéticas,
anisocitose e anisocariose (MUHAMMADNEJAD et al., 2012). Aumento da produgdo de
ligantes, ativag@o constitutiva devido a mutagdes, defeitos nos sistemas de inibi¢do e reagdo
cruzada com outros receptores, sdo alguns dos fatores que podem culminar com a

desregulagdo de sua atividade (ZANDI et al., 2007).

Em humanos, existe evidéncia crescente de que os efeitos da amplificagdo do gene
HER-2, que ocorre em 20 a 30% dos casos de cancer de mama, estdo relacionados a sua
capacidade de expandir populagdes de células tronco, resultando em aumento da invasividade

das populagdes celulares. Esse evento geralmente se encontra associado a doengas
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metastaticas agressivas (KORKAYA et al., 2008). A amplificagdo génica ¢ o principal
mecanismo responsavel pela superexpressdo da proteina HER-2, e pode ser detectada em até
96,1% das neoplasias de mama em mulheres, cujas analises imunohistoquimicas revelam

escore 3+ para superexpressdo de HER-2 (OWENS, HORTEN, DA SILVA, 2004).

Apesar de ocorrer com maior frequéncia em carcinomas invasivos de alto grau e,
portanto, estar relacionada a pior prognostico nas mulheres, a superexpressao de HER-2 pode
ser encontrada em lesdes pré-malignas e carcinomas ductais in sifu, sugerindo sua
participacdo nos processos iniciais da tumorigénese (XU et al., 2002). Tanto a amplificagdo
génica quanto a superexpressdo do produto protéico resultante, sdo mantidos ao longo das
etapas subsequentes da progressdo tumoral (RUNGSIPIPAT et al., 1999). Martin de Las
Mulas (2003) ndo encontraram amplificagdo génica em tecidos mamarios que demonstraram

sobrexpressdo da proteina HER-2.

Na espécie canina, o gene HER-2 estd localizado no cromossomo 1ql13.1, que
frequentemente exibe alteragdes cromossomais clonais em tumores caninos (MURUA
ESCOBAR, BECKER, BULLERDIEK, 2001). Em seu estudo, Hsu e colaboradores (2009)
ndo encontraram mutagdes biologicamente relevantes na regido codificadora do HER-2 em
tumores mamarios caninos € sugerem que a superexpressido desta proteina talvez ndo esteja
relacionada a muta¢des de nucleotideos. Segundo esses autores, mecanismos moleculares
como amplificag¢do génica, estimulagdo transcricional e falha no controle translacional podem

estar envolvidos no aumento dos niveis de expressdo de HER-2.

Apesar da intensifica¢do das pesquisas nas Ultimas décadas, muitas das quais sugerem
que esse biomarcador possui importante papel na carcinogénese mamaria canina, o
significado da superexpressdo de HER-2 em cadelas ainda ¢ controverso (BERTAGNOLLI,
2009). Segundo Burrai e colaboradores (2015), o numero de estudos ainda € pequeno, e seus
resultados variaveis prejudicam a elaboragido de conclusdes definitivas quanto a relevancia do
HER-2 na patogénese e prognéstico das neoplasias mamarias caninas. A variagdo da
superexpressdo de HER-2 pode refletir fatores como a sensibilidade dos métodos de deteccao,
nivel de expressio do gene (amplificagdo, transcrigdo, tradugdo) e estagios das amostras

tumorais (HSU et al., 2009).

Pesquisas apontam variagdes na superexpressdo de HER-2 em tumores mamarios de
cadelas, de 17 a 35,4% (RUNGSIPIPAT et al., 1999; MARTIN DE LAS MULAS et al.,
2003; DUTRA et al., 2004; HSU et al., 2009; KIM et al., 2011 ¢ BURRAI et al., 2015),
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valores similares aos encontrados para carcinomas mamarios humanos (BERTAGNOLLI,
2009). Na maioria dos estudos, a superexpressdo de HER-2 foi encontrada apenas em tumores
malignos (MARTfN DE LAS MULAS et al., 2003; DUTRA et al., 2004; HSU et al., 2009;
MUHAMMADNEJAD et al,, 2012 e BURRAI et al., 2015.), com excegdo de Rungsipipat et
al. (1999), Kim et al. (2011) e Ressel et al. (2013) que detectaram 50%, 16,7% e 27,3% de
imunomarcagdo para HER-2 nos tumores benignos positivos, respectivamente . Ressel et al.
(2013) acreditam que a probabilidade de existirem tumores mamarios caninos com
superexpressdo de HER-2 aumenta com o numero de amostras analisadas. Ainda segundo
esses autores, niveis anormais da proteina podem estar envolvidas no crescimento celular de

alteragOes neoplasicas benignas e hiperplasicas.

Estudos vém sendo conduzidos no sentido de se identificar o real envolvimento de
HER-2 como fator prognostico nas lesdes mamarias caninas. Em 2004, Dutra e colaboradores
observaram que dos 13 tumores mamarios caninos malignos que apresentaram superexpressao
de HER-2, cinco (38,5%) eram grau II e trés (23%) apresentavam grau histologico III,
revelando correlag@o estatistica positiva (P=0,0017) entre os niveis de expressdo da proteina e

o grau histologico.

Martin de las Mulas et al. (2003), encontraram superexpressio de HER-2
exclusivamente em tumores mamarios malignos de cdes (3/17 — 17,6%), associada a varios
indicativos tumorais de progndstico ruim, como tamanho tumoral expressivo, grau histologico
I, comportamento invasivo de crescimento, tipo histologico simples e periodo livre de
doenga inferior a seis meses apos a cirurgia de exérese de tumor de mama. Ja nos estudos de
Rungsipipat et al. (1999), o aumento dos niveis de expressdo de HER-2 foi avaliado em 79
TMC, dos quais 40,5% (32/79) eram tumores benignos em e 59,5% (47/79) eram malignos.
Desta analise, encontraram superexpressdo de HER-2 em 31,6% (25/79) do total de TMC
analisados, sendo a maior imunoreatividade positiva (50,0% - 16/32) nos tumores benignos,
seguido pelos tipos histolégicos malignos (19,1% - 9/47). Para esses autores, a ativagdo desta
proteina pode ocorrer ainda durante as etapas iniciais de desenvolvimento do TMC, e possuir
importante papel na progressdo maligna da neoplasia, devendo ser usado como indicador

prognostico em cadelas com tumores de mama.

Ao contrario, Hsu et al. (2009), correlacionaram a superexpressdo encontrada em
tumores mamarios caninos malignos a maior sobrevida em cl3es submetidos & remogao
cirurgica dos tumores. Esses autores sugerem que o HER-2 desempenha um papel na

formacg@o dos tumores, mas que o desenvolvimento de malignidade pode ndo estar associado
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ao aumento dos niveis de expressdo desta proteina. J& Ressel e colaboradores (2013) ndo
encontraram nenhuma relagdo entre a superexpressio de HER-2 e o tempo global de
sobrevida das cadelas. Estes autores acreditam que o aumento da expressdo desta proteina ndo

pode ser associado ao periodo livre de doenga na espécie canina, como ocorre nas mulheres.

Na oncologia humana, a demonstragdo imunohistoquimica (IHC) da superexpressao
de HER-2 representa um método simples e confiavel para examinar o nivel de expressdo da
proteina, sendo capaz de fornecer resultados semelhantes a métodos-padrdo, como
hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) (JACOBS et al.,, 1999; KAYA et al., 2001). A
elegibilidade de pacientes a serem submetidas a terapias especificas anti-HER-2 utiliza como
critério a superexpressdo de HER-2, que pode ser avaliada tanto por IHQ como por FISH. A
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) recomenda que a IHQ seja utilizada
como método de triagem (uma vez que estd amplamente disponivel para uso de rotina) e que
FISH seja realizado como teste confirmatorio em resultados de IHC limitrofes ou duvidosos

(WOLFF et al., 2013),

A maioria dos estudos que determinaram superexpressio de HER-2 em TMC
disponiveis na literatura até entdo (RUNGSIPIPAT et al., 1999; MARTIN DE LAS MULAS
et al., 2003; DUTRA et al., 2004; HSU et al., 2009; KIM et al., 2011; BURRAI et al., 2015)
utilizaram o método HerceptTest para a interpretacdo do nivel de expressdo de HER-2. Neste
método, a superexpressdo ¢ avaliada através dos escores, sendo escore 3+ considerado
superexpressdo de HER-2 quando visualiza-se marcacdo forte e completa da membrana
celular em mais de 10% das células tumorais; escore 2+ resultado inconclusivo, quando
ocorre marcagdo moderada e completa em mais de 10% das células neoplasicas; escore 1+
auséncia de superexpressdo de HER-2 caracterizada por marcagdo fraca e incompleta da
membrana celular em mais de 10% das células tumorais; e escore 0 auséncia de expressdo de

HER-2 demonstrada pela inexisténcia de marcag@o das membranas das células neoplasicas.

Estudos prévios confirmam a reatividade cruzada entre os anticorpos anti-HER-2
humana e tecidos caninos (RUNGSIPIPAT et al., 1999; MARTIN DE LAS MULAS et al,,
2003; HSU et al., 2009), e, portanto, a efetividade de seu uso na determinacdo do status de
HER-2 em tecidos mamarios caninos. Por outro lado, Burrai et al. (2015) consideram a
necessidade da realizagdo concomitante de testes como western immunobloting, matriz de
proteina de fase reversa e espectrometria de massa, para comprovar a eficiéncia do anticorpo
anti- HER-2 humano na detec¢do da proteina canina. Segundo esses autores, resultados

acerca de imunohistoquimica para marca¢do de HER-2 canino podem ser influenciados pela
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falta de especificidade dos anticorpos anti HER-2 e/ou reatividade cruzada com outros
membros da familia HER. Pode haver interferéncia no reconhecimento da proteina HER-2

canina em estado inativo ou desnaturada, por exemplo.
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ABSTRACT

Background: Mammary tumors are the type of neoplasia most commonly found in bitches
and are mostly malignant. The aim of this study was to determine the prevalence of mammary
tumors in bitches in the Laboratory of Veterinary Pathology of the Federal University of
Uberlandia (LPV-UFU) from 2004 to 2014, as well as to verify the relationship between
epidemiological aspects (age and breed) and clinicopathological aspects (ulceration, tumor

size and malignancy) in the occurrence of tumors.

Materials, Methods & Results: A retrospective study was carried out using the
histopathological information of the LPV-UFU database. We collected information of age and
breed of female dog, as well as location, macroscopic aspects and histological diagnosis of

mammary lesions. Only females were considered for analysis, totaling 911 histopathological
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protocols analyzed, and 36 protocols presented more than one diagnosis of mammary tumor.
The ages of bitches ranged from one year to 20 years, with a mean of 9.99 years for the
occurrence of mammary lesions. Regarding the breed, 39.56% (288/728) of the bitches with
mammary lesions were undefined, and 20.19% (147/728) of the Poodle breed. Regarding the
location, the inguinal glands were the most affected by malignant tumors (p <0.05). A
prevalence of tumors bigger than 5 cm in diameter (T3) in elderly animals (p = 0.0154) and in
inguinal mammary glands (p = 0.044) was observed. Simple carcinoma was the most frequent

histological type.

Discussion: Researches show that more than 40% of the tumors in bitches are located in the
mammary glands, emphasizing the importance of this type of neoplasia in female dogs.
Mammary tumors develop more frequently in middle-aged and elderly bitches, with the
highest occurrence in the age range of 8 and 10 years, corroborating this study, in which the
mean age of bitches was 9.99 years. It was observed a higher incidence in mongrel bitches in
comparison to the Poodle breed in this survey. Some authors affirm that there is no racial
predisposition for the occurrence of this pathology, however, a compilation of information
suggests a predisposition of at least 10 breeds, with involvement of a not yet identified genetic
component. Of these, six breeds were found in this study: Poodle, Cocker Spaniel, Pointer,
Maltese, Yorkshire Terrier and Dachshund. The percentage of malignant tumors (49.23%)
found in inguinal glands is consistent with findings from the literature, and may be associated
with a greater amount of parenchyma, abundance of hormone receptors in these glands, and
vascularization provided by the caudal superficial epigastric artery and vulvar branches of
external pudendal artery. Tumor size is considered a prognostic factor, and those with a
diameter equal to or less than 3 cm (T1) have a better prognosis. Consequently, the prevalence
of T3 in elderly animals is probably related to the malignancy of the lesions, since tumors

usually progress to a worse histological grade with the time passage. The higher occurrence of
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T3 in inguinal glands may be related to their abundance of parenchyma and/or hormonal
receptors. As in the present study, data from literature refer to the superiority of malignant
histological types, with prevalence varying between 68 and 91%. When prolonged, the time
between onset of tumor and clinical evaluation may be determinant in the progression from
benign to malignant tumors. Among malignant neoplasms, the simple carcinoma presented
greater occurrence, followed by the mixed tumors with carcinoma, agreeing with several
studies. It is concluded that mammary tumors are more prevalent in older mongrel dogs and
Poodle. Attention should be paid to inguinal mammary tumors, since these were mainly by

malignant tumors.

Keywords: mammary tumor, canine, prevalence, prognostic factors, carcinoma.

INTRODUCAO

Os tumores mamarios caninos (TMC) representam uma importante parcela da
casuistica dos atendimentos clinico-cirurgicos em clinicas veterinarias. Cerca de 25% a 50%
dos tumores caninos sdo mamarios, e destes, metade sdo malignos [8]. Em estudo realizado
no Rio Grande do Sul - Brasil, os TMC malignos representaram 25,8% dos casos de obito em

cées por neoplasias [13].

Diferentes fatores podem influenciar o desenvolvimento de tumores de mama em
cadelas, dentre eles fatores epidemioldgicos como idade e raga, além de localizagdo, tamanho
dos noédulos e tipos histologicos [22,24]. O estudo continuado da frequéncia de tumores e suas
caracteristicas clinicopatologicas pode contribuir para determinacio de fatores de prognostico

confiaveis a serem adotados em cadelas, assim como ocorre em mulheres.

Dada a importancia dos tumores de mama em Medicina Veterinaria, o objetivo do

presente trabalho foi determinar a prevaléncia de lesdes mamarias diagnosticadas em cadelas
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no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (LPV-UFU),
no periodo de 2004 a 2014, e verificar a relacdo entre aspectos epidemiologicos (idade e raga)
e clinicopatologicos (ulceragdo, tamanho do tumor e comportamento bioldgico) na ocorréncia

dos tumores de mama.

MATERIAIS E METODOS

Procedeu-se a analise dos protocolos histopatologicos do acervo do LPV-UFU,
registrados entre os anos 2004 e 2014. Obteve-se o numero total de laudos histopatologicos
emitidos em cdes (de ambos os sexos), e laudos histopatologicos exclusivamente de cadelas.
Destes ultimos, selecionou-se todos os laudos relativos a alteragcdes anatomopatologicas das
mamas - lesdes neoplasicas e lesdes ndo-neoplasicas (LNN). Dos referidos documentos
extraiu-se as seguintes informagdes: sexo, idade, raga, glandula mamaria afetada, tamanho

da(s) lesdo(des), presenga ou ndo de ulceragdo e tipo histologico da lesdes mamarias.

Quanto a idade, os animais foram divididos em trés grupos: filhotes (Fi) (abaixo de um
ano de idade), adultos (A) (de um a oito anos de idade) e idosos (I) (acima de oito anos de

idade) [32].

Utilizou-se o sistema TNM, originalmente proposto por Owen em 1980 e reformulado
por Rutteman, Withrow e MacEwen em 2001 [19], como referéncia nesse estudo, sendo: T1-
lesdes menores que 3 cm; T2- lesdes com 3 a 5 cm; T3- lesdes maiores que 5 cm. Quanto a
localizag¢@o das lesdes nas mamas, considerou-se as regides: toracica (tr), abdominal (ab) e

inguinal (in).

As lesdes mamarias foram revisadas e reclassificadas segundo Cassali et al.[6] e os
distarbios neoplésicos foram divididos em benignos (B) e malignos (M) e incluidos na anéalise

estatistica, e as LNN foram registradas em prevaléncia e percentual.
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Além disso, verificou-se a existéncia de dependéncia entre as diversas variaveis
incluidas no estudo (epidemioldgicas e clinicopatoldgicas). O tipo de comportamento tumoral
(M ou B) foi correlacionado com idade, raga (sendo avaliadas as 11 ragas mais frequentes),
localizag@o e presenca (ou ndo) de ulcerag@o; o tamanho do tumor foi correlacionado a idade,

raca, localizac¢do e ulceracéo.

Para verificar a relacdo de dependéncia entre duas variaveis, foi utilizado o teste de
Qui-quadrado. Mediante dependéncia verificada, realizou-se comparagdo entre duas
propor¢des através do teste da binomial. O processamento das duas analises se deu através da
ferramenta Action (2015) [1] que utiliza o programa R (R Development Core Team, 2015)
[26,2]. Para a comparagdo de mais de duas propor¢des foi utilizado o teste de comparagdo
multipla entre proporg¢des [4], sendo utilizado o programa R. Todas as analises foram feitas

considerando-se significancia de 5%.

RESULTADOS

Resgatou-se um total de 2.802 protocolos histopatologicos de animais da espécie
canina, nos anos de 2004-2014. Destes, 914 (32,61%) correspondiam a biopsias de lesdes de
mama em caes, sendo 911 (99,68%) de fémeas, 2 (0,22%) de machos e 1 (0,1%) protocolo

sem informagdo do sexo.

Considerou-se para analise estatistica apenas as fémeas, sendo que 36/911 protocolos
apresentaram mais de um diagnostico de tumor de mama. Dentre as cadelas que apresentaram
tumor de mama (incluindo tumores benignos e malignos), a média de idade foi de 9,99 anos,
variando entre um e 20 anos. Observou-se média de 9,66 anos para cadelas com tumores

benignos e 10,07 para aquelas com tumores malignos.
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Os tumores foram mais frequentes em animais idosos (55,3%) do que em animais adultos
(44,3%). Apesar disso, ndo houve relagdo entre as varidveis idade e tipo de comportamento

tumoral (B e M) na amostragem estudada (p=0,514).

Houve alta prevaléncia de c@es sem raga definida (SRD) (39,56%) acometidos por
tumores de mama, em relagdo aos demais. Das 32 ragas encontradas nesse estudo, as de maior
frequéncia foram: Poodle (33,4%), Pinscher (14,5%), Dachshund (12,5%), Cocker Spaniel
(9,5%) e Pitbull (7,2%). Apesar das cadelas SRD e Poodle terem sido mais acometidas por
tumores de mama do que as demais racgas (Quadro 1), ndo houve relagdo entre raga e tipo de
tumor (M ou B) (p=0,092), assim como ndo houve relagdo entre as variaveis tamanho do

tumor e raca (p=0,281).

A localiza¢do do tumor foi relatada em 483/911 protocolos, sendo que 108 (22,36%)
descrevia o acometimento de mais de uma glandula mamaéria. Encontrou-se 18,47%, 31,28%
e 50,25% dos tumores, nas glandulas mamarias toracicas (Tr), abdominais (Ab) e inguinais
(in), respectivamente, sendo que as glandulas inguinais foram as mais acometidas por tumores

malignos (p<0,05).

O tamanho do tumor foi informado em 682 protocolos histopatolédgicos, sendo que destes,
185 (27,13%) eram T1, 228 (33,43%) eram T2 e 269 (39,44%) eram T3. Observou-se uma
prevaléncia de tumores T3 em animais idosos (43%) (p=0,015), bem como uma correlagdo
entre as variaveis localiza¢do e tamanho do tumor, ou seja, as mamas inguinais apresentaram
com maior frequéncia tumores maiores que 5 cm (T3) (113/21; 452,8%) quando comparados

com as mamas toracicas (37/214; 17,3%) e abdominais (64/214; 29,9%) (p= 0,044) (Tabela

).

Apenas 228 laudos informavam a presenga (67,1%) ou auséncia (32,9%) de ulceracdo nas

lesdes de mama. O percentual de ulceragdo foi elevado tanto nos tumores benignos (57,9%;
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11/19), quanto nos tumores malignos (68,8%; 137/199), ndo havendo correlagdo entre
ulcerag@o e tipo de tumor (p=0,471). Analisando-se o tamanho dos tumores ulcerados, 13,1%
(17/130) eram T1, 31,5% (41/130) T2 e 55,4% (72/130) T3, ndo sendo demonstrada

correlagdo entre tamanho de tumor e ulceragao (p=0,093) (Tabela 1).

Das 947 lesdes de mama classificadas histologicamente, 45 (4,75%) correspondiam a
lesdes ndo-neoplasicas, 131 (13,83%) a tumores benignos e 771 (81,42%) a tumores
malignos. Dentre os carcinomas, que corresponderam a 88,19% dos tumores malignos, o
carcinoma simples (incluindo os sub-tipos “sélido” e “tabulo-papilar”, “tubular” e “papilar”)
foi o mais frequente (49,70% - 338/680), seguido pelo carcinoma em tumor misto (25,73% -
175/680) e carcinoma complexo (22,64% - 154/680). Foram diagnosticados dois casos de
carcinoma inflamatorio que, por ser considerado uma sindrome clinica [6], ndo foi incluido na

Tabela 2. A neoplasia benigna mais frequente foi o adenoma simples, seguida do complexo.

Quanto as lesdes ndo neoplasicas, as mastites foram as mais frequentes (Tabela 2).

DISCUSSAO

A frequéncia de tumores mamarios (32,61%) em relagdo ao total de diagnosticos
histopatologicos analisados neste estudo aproxima-se daqueles relatados em estudos
semelhantes que relatam a frequéncia de tumores mamarios entre 36,3 e 49,2% [24]. Mais de
40% dos tumores em cadelas estdo localizados nas glandulas mamarias [29], ressaltando a

importancia deste tipo de neoplasia em fémeas caninas.

A freqiiéncia de cdes machos com alteragdes de mama foi baixa, assim como relatado
em estudo retrospectivo semelhante, que observou apenas 0,3% de machos com lesdes de
mama [24]. O risco de ocorréncia neste sexo ¢ menor ou igual a 1%, em comparagdo as

fémeas caninas [27] e os casos geralmente estdo associados a ginecomastia [5] induzida por
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disturbios hormonais, como tumores das células de sertoli [19]. Neste estudo, as duas lesGes

mamarias encontradas incluiram um carcinoma em tumor misto € um fibrossarcoma.

Os tumores mamarios se desenvolvem com maior frequéncia em cadelas de meia
idade e idosas, sendo a maior ocorréncia na faixa etaria compreendida entre 8 e 10 anos [7,
11,23,31,32], corroborando com este estudo, no qual a idade média das cadelas acometidas foi
9,99 anos. Alguns autores relatam médias mais baixas para ocorréncia de tumores benignos
(8,5 anos) [23,24,31]. Porém, no presente estudo, médias muito proximas de idade (9,96 e
9,97 anos de idade) de cadelas com tumores benignos e malignos, respectivamente, foram

observadas.

Geralmente uma maior prevaléncia de tumores malignos ¢ observada em animais
idosos, em comparacdo aos adultos [23,24,31]. Entretanto, neste estudo, ndo houve correlagdo
entre as variaveis idade e tipo de tumor, sendo que tanto os animais adultos quanto os idosos

apresentaram maior frequéncia de tumores malignos.

Observou-se maior ocorréncia de tumores de mama em cadelas SRD em comparagdo
as da raga Poodle neste levantamento. Ja em pesquisa realizada na Bahia [33], cadelas da raca
Poodle foram mais acometidas do que SRD. As ragas encontradas no referido estudo (com
excecdo da Pitbull) estiveram entre as cinco prevalentes em estudo de 2010 [24]. Alguns
autores afirmam nao existir predisposi¢do racial para a ocorréncia de tumores de mama [8,21],
entretanto, um compilado de informagdes sugere uma predisposi¢do de pelo menos 10 ragas,
com envolvimento de um componente genético, ainda ndo identificado [30]. Destas, seis racas
foram encontradas neste estudo: Poodle, Cocker Spaniel, Pointer, Maltés, Yorkshire Terrier e
Dachshund. Dados de ocorréncia de tumores de mama em cadelas de acordo com a raga
devem ser avaliados com critério, uma vez que existem diferencas na composi¢do racial das

populagdes caninas nas diferentes regides do pais e do mundo [24,30,33].
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Sabe-se que a ocorréncia de tumores multiplos, localizados em mais de uma glandula
mamaria, gira em torno de 50 a 70% [3,19,31,33]. A menor prevaléncia encontrada neste
estudo (21,95%) pode ter refletido a falta de informagdes completas referentes a localizagio

das lesQes.

A glandula inguinal foi a mais acometida pelos tumores, conforme relatado pela
literatura [6,29,33], sendo que 49,23% dos tumores malignos estavam localizados na referida
glandula. A prevaléncia tumoral na regido inguinal tem sido atribuida & maior quantidade de
parénquima [19], e a maior abundancia de receptores hormonais nessas glandulas [10]. A
vascularizagdo fornecida as glandulas abdominais caudais e inguinais pela artéria epigastrica
superficial caudal e ramos perivulvares da artéria pudenda externa, também pode ser um fator

envolvido [25].

O tamanho do tumor ¢ considerado um fator prognostico, ao passo que aqueles com
didmetro igual ou inferior a 3 cm (T1) estdo correlacionados a melhor prognostico [6,30]. A
maior freqiiéncia de tumores com didmetro superior a 5 cm (T3) neste estudo corrobora com
estudos que relataram maior freqiéncia de T3 e baixa ocorréncia de T1 [23,33]. Por outro
lado, estudos em diferentes regides do mundo, como o Japdo, relataram maior frequéncia de
T1: 80,6% [14], 77,6% [15] e 49,4% [24], em relagdo a T2 e T3. Essa diferenca de
prevaléncia em relagdo ao tamanho do tumor no momento do diagnoéstico pode refletir uma

variagdo na preocupagdo com a remog¢ao dos nodulos mamarios por parte dos proprietarios.

A prevaléncia de T3 em animais idosos pode estar relacionada a malignidade das
lesdes, ja que tumores podem se tornar malignos com o tempo [16], e lesGes maiores que 5
cm de diametro geralmente sdo malignas [12]. Ja a maior ocorréncia de T3 em glandulas
inguinais pode ter relagio com a abundancia de parénquima [19] e/ou receptores hormonais

[10] das mesmas, sugerindo uma abordagem mais aprofundada em estudos futuros.
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Encontrou-se um alto percentual de ulceragdo envolvendo tanto tumores benignos,
quanto malignos. Esses dados podem ter sofrido distor¢do em func¢do do alto numero de
protocolos histopatologicos sem essa informacdo. Estudos apontam a ulceragdo como
indicativo de malignidade do tumor, com porcentagens de tumores malignos variando entre

70 a 100%, e baixa ocorréncia em tumores benignos [23,24,33].

A semelhanca do ocorrido neste estudo, dados da literatura remetem & superioridade
de tipos histologicos malignos, com prevaléncia variando entre 68 e 91% [9,17,23,24], em
compara¢do aos tumores benignos e lesdes ndo neoplasicas. Entretanto, existem estudos nos
quais as percentagens para neoplasmas malignos foram inferiores a 54% [15,19,27.31].
Quando prolongado, o tempo compreendido entre o aparecimento do tumor e a avaliagdo
clinica pode ser determinante na progressdao de tumores benignos para malignos [31]. Além
disso, o descarte de nddulos mamarios pequenos na rotina clinica (muitas vezes ndo sao
removidos cirurgicamente ¢ nem enviados aos laboratorios para analise histopatologica)

também contribui para o aumento do indice de tumores malignos nas pesquisas [20].

Das neoplasias malignas, os carcinomas foram os mais prevalentes, corroborando com
a literatura [8,16,20,21]. Destes, o carcinoma simples apresentou maior ocorréncia,
concordando com os achados de varios estudos [8,16,23,24,31]. O carcinoma em tumor misto,
que foi o segundo mais prevalente neste estudo, aparece como tipo histoldgico predominante
(56,7%) em estudo retrospectivo de 2012 [33]. A ocorréncia dos sarcomas (11,81%) foi bem
inferior a frequéncia dos carcinomas (88,19%) em relacdo ao total de tumores malignos,
corroborando com a literatura, que aponta uma prevaléncia de sarcomas mamarios menor que

13% [29].

Neste estudo, os adenomas simples foram mais prevalentes que os complexos, entre os

tumores benignos. Estes ultimos sdo reconhecidos como os tumores benignos mais comuns
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em cadelas [31]. Adenoma [16] e os tumores mistos [33] sdo relatados como os mais

prevalentes entre os tumores benignos.

Apesar da importancia da classificacdo histologica em predizer o comportamento
bioldgico do tumor, a diversidade de classificagdes para lesdes neopldsicas da glandula
mamaria em cadelas tem dificultado a comparag@o dos resultados entre os autores [3,6,23],

ocorrendo uma variac¢do na freqiiéncia demonstrada pelos dados disponiveis na literatura [5].

CONCLUSOES

As neoplasias mamarias em cadelas refletem alto impacto econdomico no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, ja4 que representam em torno de 30% da

casuistica de atendimento clinico-cirurgico do local;

Durante a avaliag@o clinica, atengdo especial deve ser dispensada as mamas inguinais

ja que estas foram mais acometidas, principalmente por tumores malignos.

A importancia epidemioldgica da patologia na espécie canina justifica sua utilizagdo
como objeto de estudos continuados, considerando-se a ocorréncia comum de lesdes multiplas

e de comportamento histologico maligno.
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Quadro 1: Frequéncia (N) e Porcentagem (%) de tumores Benignos (B) e Malignos (M) nas
11 principais ragas acometidas por tumores mamarios em estudo retrospectivo de 728 laudos

histopatologicos compreendidos entre 2004-2014.
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423

424

425

426

Rag¢a Benigno (B) Maligno (M) Total
N % N % N %
Sem Raga Definida 35 12,1 253 87,9 288 | 100
Poodle 24 16,3 123 83,7 147° | 100
Pinscher 14 21,9 |50 78,1 64 °¢ 100
Dachshund 08 14,5 | 47 85,5 55°¢ 100
Cocker Spaniel 10 23,8 |32 76,2 42°¢ 100
Pitbull 01 3,1 31 96,9 32°¢ 100
Pastor Alemao 02 8,0 23 92,0 25°¢ 100
Basset Hound 05 22,7 17 71,3 22°¢ 100
Rottweiler 01 4,8 20 95,2 21°¢ 100
Yorkshire terrier 02 11,8 15 88,2 17°¢ 100
Boxer 04 26,7 11 73,3 15°¢ 100

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05)

Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia - 2004 -2014.
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Tabela 1. Tipo e tamanho de tumores mamarios de cadelas de acordo com a idade,

localizagdo e presenca ou ndo de ulceracdo, a partir de protocolos histopatoldgicos do

Variavel
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Idade Localizacao Ulceracao
Tipo de A I Total Tr Ab In Total S n Total
Tumor
B 34 81 115 14 19 44 77 11 8 19
M 205 | 466 671 97 169 | 258 524 137 62 199
Total 239 | 547 111 | 188 | 302 148 70
Tamanho A | Total Tr Ab In Total s n Total
do tumor
T1 58 106 164 30 60 62 152 17 14 31
T2 63 146 209 33 45 99 177 41 21 62
T3 60 168 228 37 64 | 113 214 72 24 96
Total 181 | 420 100 | 169 | 274 130 59

427 B —tumores benignos; M — tumores malignos
428  T1 —tumores <que 3 cm; T2 — tumores entre 3 e 5 cm; T3 — tumores maiores que 5 cm

429  Tabela 2: Tipos histologicos de tumores mamarios e lesdes ndo neopldsicas de mama de
430  amostras do acervo de protocolos histopatologicos do Laboratorio de Patologia Veterinaria da

431  Universidade Federal de Uberlandia - 2004-2014.

Tipo histologico Freqiiéncia (n) Percentual Percentual Total

Grupo (%) de Lesoes (%)




BENIGNAS

Adenoma Simples

Adenoma Complexo

Tumor Misto Benigno

Fibroadenoma

TOTAL

MALIGNAS

Carcinomas

Carcinoma Complexo

Carcinoma Soélido

Carcinoma em Tumor Misto

Carcinoma Tubular

Carcinoma Papilar

Carcinoma Tubulopapilar

Carcinoma in situ

TOTAL

63

17

34

17

131

154

116

175

126

48

48

675

48,09

12,98

25,95

12,98

100,00

22,81
17,18
25,92
18,67
7,12

2

7,12

2

1,18

2

100,00

6,65

2

1,80

2

3,59

2

1,79

2

13,83

16,27

12,25

18,48

13,30

5,07

2

5,07

2

0,84

2

71,28
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Tipos especiais de carcinoma

Carcinoma Micropapilar

Carcinoma inflamatoério

TOTAL

Sarcomas

Hemangiossarcoma

Fibrossarcoma

Carcinossarcoma

Lipossarcoma

Osteossarcoma

Condrossarcoma

TOTAL

LESOES NAO NEOPLASICAS

Mastite

Hiperplasia

Cistos Mamarios

TOTAL

32

22

14

12

91

32

12

45

60,00

40,00

100,00

35,17
24,17
15,38
8,79
13,19
3,30

2

100,00

71,11
26,67
222

2

100,00

0,32

2

0,21

2

0,53

2

3,38

2

2,32

2

1,48

2

0,84

2

1,27

2

0,32

2

9,61

2

3,38

2

1,27

2

0,10

2

4,75

2
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432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

TOTAL GERAL

947

100,00
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CAPITULO 3 - Fatores de Prognéstico em Carcinomas Mamarios Caninos e sua

Relaciio com Expressio de HER-2

Prognostic Factors in Canine Mammary Carcinomas and HER-2 Expression Relationship

(Artigo a ser submetido no periodico Acta Scientiae Veterinariae)
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Fatores de Prognostico em Carcinomas Mamarios Caninos e sua Relacio com
Expressio de HER-2

Prognostic Factors in Canine Mammary Carcinomas and HER-2 Expression Relationship

Nicolle Pereira Soares', Alessandra Aparecida Medeiros-Ronchi’, Igor de Paula Castro’,

Tais Meziara Wilsonl, Thais de Almeida Moreira' & Mariana Batista Andrade

'Laboratério de Patologia Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV),
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia, Minas Gerais, MG, Brasil.
CORRESPONDENCE: N.P. Soares [nicolle.pereira@hotmail.com — Tel +55 (34)3291-8432].
Laboratério de Patologia Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEYV), Programa de
p6s graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Rua
Ceara, s/n, Bloco 2D, Campus Umuarama, Bairro Umuarama, CEP: 39408-902, Uberlandia,
Minas Gerais, MG, Brasil.

ABSTRACT

Background: The human epidermal growth factor type 2 (HER-2) receptor is a membrane
glycoprotein tyrosine kinase. In woman, HER-2 expression is diagnosed in 30% of breast
carcinomas and it is associated with a worse prognosis, higher rate of recurrence and
mortality. In the bitch, the HER-2 overexpression in canine mammary tumors is still
controversial and the prognostic value remains uncertain. Thus, we aimed to verify the HER-2
expression in canine mammary carcinomas and relate it to the type and histological grade,
lymph node metastasis and clinical staging.

Materials, Methods & Results: Ninety bitches diagnosed with mammary carcinoma were
included in this study. The inclusion criteria were bitches with complete clinical examination,
thoracic radiographic examination and submitted unilateral or bilateral mastectomy. Ninety-
nine samples of mammary carcinoma were used and the fragments of tumor and regional

lymph nodes were fixed in 10% neutral formalin for histopathological and
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immunohistochemistry analysis. The lesions were evaluated by two pathologists and
classified according to the type and histological grade. HER-2 expression was performed by
semi-quantitative analysis of the slides according to the HerceptTestTM (Dako)
recommended score. Simple carcinomas were the most frequent (51.51%) followed by
complex carcinomas (46.47%) and in situ carcinoma (2.02%). The histological grade of 97
carcinoma samples was attributed, except in sifu carcinoma, 37 (38.14%) of the neoplasms
were grade I, 50 (51.55%) grade II and only 10 (10.31%) tumors were classified as grade IIL
Forty bitches were submitted to clinical staging (TNM) and 42.50% of the bitches received
staging in grade I and, 25% of the bitches staged in grade IV and V, with metastases. The
HER-2 expression, 13/99 samples (13.13%) received score +2, 19/99 (19.19%) score +1 and
absence of marking (score 0) was identified in 67 samples (67.80 %). Immunostaining in
hyperplastic or normal epithelial cells was evidenced, often in association with weak or
moderate cytoplasmic labeling. Of the samples expressing +2 score for HER-2 (n = 13), eight
samples (17.39%) were complex carcinoma and five (9.80%) simple carcinomas. There was
no relationship between HER-2 immunostaining with age, tumor size, TNM, histological
type, histological gradation, lymph node metastasis and distance. Animals with lymph node
metastasis, as well as those diagnosed with distant metastasis, did not present HER-2
expression in the tumors.

Discussion: The simple carcinoma seems to be the most frequent type histological diagnosed
in canine mammary carcinomas, followed by carcinoma in mixed tumor and complex
carcinoma. Tubulopapillary carcinomas are more invasive in the female dogs as well as in the
woman. Carcinomas grade I and II are more frequent and present a better prognosis for the
dog. However, bitches with grade Il carcinoma survived for a shorter time when compared to
dogs with grade I or II tumors. A factor that may have contributed to the lower number of

bitches at worst prognostic stage (EC IV and V) is the current owners' awareness that they
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have sought veterinary help earlier, as soon as they detect small nodules in mammary gland.
Overexpression of HER-2 in women breast cancer is diagnosed in 20-30% of cases, whereas
in bitches, this expression is variable. And the different percentages of canine HER-2
immunostaining are due to the lack of standardization for the analysis of the immunostaining,
the immunohistochemical techniques employed and the non-specificity of the HER-2
antibody. In canine mammary carcinomas the HER-2 expression in low and this
immunostaining is not related to other established prognostic factors. This study reinforces
the hypothesis put forward by other authors that in the bitch the expression of HER-2 may not

be related to malignancy and tumor progression.

Keywords: dog, human epidermal growth factor receptor, mammary tumours,

immunohistochemistry

INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais comuns em cadelas [27] sendo que mais
de 75% dos casos sdo considerados malignos [5,20]. As neoplasias de mama de cadelas
constituem um grupo heterogéneo de tumores quanto aos padrdes histoldgicos e
comportamento biolégico [25,33] o que torna mais complexo e urgente a identificagcdo de
fatores de prognostico e preditivos [24] que possibilitem diagnosticar e tratar de forma mais
eficaz animais portadores de tumor de mama [28].

O receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor type 2 — HER-2) é uma glicoproteina de membrana da familia
tirosina-quinase, codificada por um gene de mesmo nome [15]. Na mulher, a expressdo de
HER-2 em cancer de mama ¢ diagnosticada em 20 a 30% dos carcinomas de mama [11] e esta

associado a um pior prognostico, maior taxa de recorréncia e mortalidade [36].
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Na cadela, a superexpressdo de HER-2 em tumores mamarios caninos (TMC) ainda ¢
controversa [4,22]. Estudos prévios que investigaram o papel do HER-2 nos TMC com
emprego da imunohistoquimica ndo s@o consensuais, com resultados de imunoexpressdo em
tumores malignos variando de 19,1 a 48% [6,12,15,29,31]. Além disso, seu valor prognostico
permanece incerto [6,8,11,15,26].

Apesar do HER-2 ser importante biomarcador terapéutico e de prognéstico do cancer
de mama em mulheres, sua relevancia ainda ndo € bem estabelecida em tumores mamarios de
cadelas [4]. Dessa forma, objetivou-se verificar a expressio de HER-2 em carcinomas
mamarios de cadelas e relaciona-la com o tipo e grau histoldgico, idade das cadelas, metéastase

em linfonodos e a distancia, tamanho tumoral e estadiamento clinico.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidas neste estudo 99 amostras de mama provenientes de 90 cadelas
diagnosticadas com carcinoma no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Os critérios de inclusdo foram: cadelas com exame clinico
detalhado, exame radiografico de torax para pesquisa de metastase pulmonar e que foram
submetidas ao tratamento cirurgico de exérese de tumor de mama (mastectomia unilateral ou
bilateral total). Foram excluidas do estudo cadelas com historico de uso de farmacos que
pudessem interferir com o desenvolvimento tumoral (drogas anti neopléasicas, anti-
inflamatorios).

O estadiamento clinico (TNM) foi realizado conforme a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) [21,35]. Os fragmentos de cada tumor mamario e de linfonodos regionais
retirados cirurgicamente, foram fixados em formol tamponado 10%, submetidos ao
processamento histologico para confeccdo de laminas de microscopia coradas em

hematoxilina e eosina (HE). A avaliagdo histologica foi atribuida por dois patologistas e as
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neoplasias mamarias foram classificadas de acordo com os tipos histolégicos [17] e gradagdo
histologica [7].

As amostras de carcinomas mamarios foram submetidas a imunohistoquimica [12,3].
A recuperagdo antigénica por calor foi realizada em micro-ondas na poténcia alta (720 W) por
15 min em solu¢do acido etilenodiamino tetra-acético dissodico (EDTA) 10 mM, pH 9. Em
seguida, as laminas foram resfriadas em agua corrente por 20 min. Para o bloqueio de
peroxidase endogena utilizou-se dgua oxigenada 10 V, 10 banhos de trés minutos cada.

O anticorpo anti HER-2 monoclonal' foi diluido 1:400 em soro albumina bovina
(BSA) 1%. Os cortes receberam 100 pl do anticorpo e foram incubados por 18 h, 4°C em
camara umida. Apés incubag@o as laminas foram lavadas com solugcdo TRIS tampdo (2-
Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) e utilizou-se a técnica de estreptavidina-biotina-
peroxidase”. A reagdo foi revelada com diaminobenzina®, as laminas foram contra coradas
com Hematoxilina de Harris por 2 min e montadas.

Como controle positivo da reacdo, utilizou-se corte histologico de carcinoma mamario
de mulher previamente testado para expressdo de HER-2 e com escore +3 [2]. Como controle
negativo, substitui-se o anticorpo primario pelo diluente do anticorpo (BSA 1%).

A expressdo de HER-2 foi determinada por analise semi quantitativa, realizada a partir
da wverificagdo da marcagdo da membrana das células epiteliais, conforme escore
recomendado pelo HerceptTest™ (Dako). O escore +3 foi atribuido no caso de
imunomarcag¢do intensa, uniforme e completa de membrana plasmatica em mais de 80% das
células epiteliais da amostra tumoral. No escore +2 observou-se imunomarca¢ido completa ou
incompleta de membrana, em mais de 10% de células epiteliais neoplasicas. O escore +1 foi
atribuido no caso de marcacdo fraca e incompleta de membrana plasmatica, em pelo menos
10% de células epiteliais, e o escore O quando ndo houve marcagdo de membrana plasmatica.

As imunomarcag¢des de secrecdes luminal, em epitélio normal e acimulos extracelulares na
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amostra do tecido foram desconsideradas. Os tumores com escore +3 e +2 foram considerados
positivos.

Relacionou-se estatisticamente a expressdo de HER-2 com o tipo histologico do tumor
mamario, sendo que os carcinomas foram agrupados em simples (tubulopapilar, sélido e
anaplésico) e complexos. Avaliou-se também a relacdo da expressdo de HER-2 e a idade, o
estadiamento clinico, o grau histoldgico, o tamanho tumoral, metéstase regional e metastase a
distancia.

Quanto a andlise estatistica, a relagdo entre expressdo de HER-2 e tipo de carcinoma
(simples e complexo) e os tipos individuais de carcinomas mamarios foi determinada pelo
teste Qui-quadrado (x°) por meio do programa Action 2.5 em Microsoft Excel 2007. Ainda,
utilizou-se o teste Qui quadrado (P<0,05) para avaliar a relagdo entre tipos de carcinomas
com o estadiamento clinico, grau de malignidade, tamanho tumoral e metastase regional com
o escore de marcagdo na IHQ. Por fim, utilizou-se o teste de Mann Whitney para verificar a

relag@o entre a grau histoldgico dos carcinomas e o escore de marcagio por HER-2 (£<0,05).

RESULTADOS

A idade das 90 cadelas com tumores mamarios variou de quatro a 17 anos, com média
de 10,03 £ 2,84 anos. A maior distribui¢cdo dos pacientes foi entre oito e 13 anos.

Das 99 amostras de carcinomas mamarios de cadelas, 51 (51,51%) foram
diagnosticadas como carcinoma simples, 46 (46,47%) como carcinoma complexo (Figura 1A)
e duas (2,02%) carcinoma in situ. Quanto aos tipos histologicos, o carcinoma tubulopapilar
(Figura 1B) foi o tipo mais frequente de carcinoma simples, diagnosticado em 74,50% das

amostras, seguido do carcinoma sélido (23,54%) e o anaplasico (1,96 %) (Tabela 1).
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O grau histologico foi atribuido a 97 (97,98%) amostras de carcinomas, exceto o
carcinoma in situ (n=2), sendo que 37 (38,14%) das neoplasias eram de grau I, 50 (51,55%)
grau Il e apenas 10 (10,31%) tumores foram classificados como grau III (Tabela 1).

Das 90 cadelas avaliadas, 40 (44,44%) tiveram linfonodos inguinais, ipsilaterais a
neoplasia mamaria, retirados cirurgicamente. Verificou-se a presenca de metastases em oito
linfonodos (20%) e 32 (80%) ndo apresentaram metastase em linfonodo inguinal.

A partir da avaliag@o da presenca de metastases em linfonodos, estas 40 cadelas foram
submetidas ao estadiamento clinico (TNM), sendo que 17 (42,50%) apresentaram
estadiamento clinico (EC) I, nove animais (22,50%) EC 11, quatro cadelas (10%) EC 111, cinco
(12,50%) EC IV e cinco (12,50%) EC V (Tabela 2).

Quanto a expressdo de HER-2, 13/99 amostras (13,13%) receberam escore +2, 19/99
(19,19%) escore +1 e auséncia de marcacdo (escore 0) foi identificada em 67 amostras
(67,80%). Nenhuma amostra de neoplasia mamadria apresentou imunomarcagdo +3 para HER-
2. Quanto aos tipos histologicos que expressaram HER-2, 8/46 (17,39%) amostras eram
carcinoma complexo (Figura 1C) e 5/51 (9,80%) carcinomas simples, sendo que, apenas os
carcinomas tubulopapilares expressaram HER-2 (Figura 1D). Imunomarca¢do de membrana
de células epiteliais hiperplasicas ou normais foram evidenciadas, muitas vezes em associagao
com fraca ou moderada marcagdo citoplasmatica. Nenhuma imunomarcag¢do foi observada no
componente mesenquimal, representado pelas células mioepiteliais contrateis, fibroblastos ou
tecido conjuntivo.

Relacionou-se expressdo de HER-2 e com os fatores progndsticos: idade, tipo
histologico, grau histolégico, tamanho do tumor, presenga de metastase em linfonodos e a
distancia e estadiamento clinico; sendo que ndo houve relagdo positiva entre a expressdo de

HER-2 e os fatores prognosticos estudados (Tabela 2).
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DISCUSSAO

No presente trabalho, carcinomas simples, dentre eles, o carcinoma tubulopapilar,
foram os tipos histologicos mais frequentes. Estudos prévios também relataram o carcinoma
simples como o mais frequente, seguido do carcinoma em tumor misto e carcinoma complexo
[26,30]. Na cadela, assim como na mulher, os carcinomas tubulares sdo mais invasores,
enquanto que o carcinoma in situ e o carcinoma complexo tem os melhores prognosticos [18].

Quanto a gradag@o histologica, atribuida a 97 amostras de carcinomas mamarios deste
estudo, 51,55% das neoplasias eram grau II. Carcinomas em grau I e Il sdo mais frequentes
[22] e apresentam melhor prognéstico para a cadela [22] e cles com carcinoma grau 111
sobreviveram por tempo menor quando comparados com cdes portadores de tumores grau I ou
I [13].

Neste estudo, os carcinomas simples do tipo so6lido apresentaram maior numero de
amostras com grau III. Estudos prévios [13] verificaram que cdes com carcinomas simples
apresentam pior prognostico quando comparados com outros carcinomas, porém nao
verificaram diferenca na sobrevida quando estes carcinomas apresentavam grau II ou III,
ambos de pior progndstico. Outros trabalhos demonstraram que carcinomas complexos, de
grau | e II s8o mais frequentes e os cdes com este tipo de carcinoma apresentavam bom
prognostico [13,32].

As cadelas deste relato, as quais os linfonodos foram avaliados, 20% dos linfonodos
estavam comprometidos com metastases. Estes resultados sdo semelhantes a estudos
anteriores, em que 29,5% das cadelas apresentaram envolvimento nodal [20]. A presenca de
metastases em linfonodos regionais influencia sobremaneira a sobrevida, com redugdo
significativa da expectativa de sobrevivéncia de cadelas com carcinomas mamarios, quando

comparadas as cadelas sem metastase linfonodal [32].



201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

89

Dentre os diversos fatores prognoésticos em tumores mamarios caninos estio o
tamanho tumoral, a condi¢@o dos linfonodos e o estadiamento do paciente [14]. No presente
estudo, a maioria das cadelas recebeu estadiamento no grau I (42,50%), ou seja, possuiam
tumores menores que trés centimetros e sem metastases em linfonodo regional ou a distancia,
e 25% foram estadiadas em grau IV e V, ou seja, com metéstases. Estudos anteriores
avaliaram estadiamento clinico de cadelas com carcinomas mamarios e identificaram 27,7%
das cadelas na classificagdo TNM grau I e 36,6% no grau II [34].

Um fator que pode ter contribuido para o menor nimero de cadelas em estadios com
pior prognostico (EC IV e V) € a atual conscientizagdo dos proprietarios, que tem procurado
por auxilio médico veterinario mais precocemente, assim que detectam pequenos nodulos na
mama, como relatado em outros paises [16,37].

Quanto a imunomarcagdo de HER-2 nas amostras de mama de cadelas do presente
trabalho, 13,13% das mamas neoplasicas foram positivas conforme o escore +2. Nos
carcinomas mamarios de cadelas, o escore +2 para HER-2 parece ser frequente, diagnosticado
em 17,6% [15], 22% [26] e 91% [6] dos carcinomas.

Ha divergéncia na interpretacdo da expressio de HER-2 proposta pelo HercepTest' ™ e
a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) [36] assim como, o Consenso e
Diretrizes para padronizagido da identificagdo do HER-2 em tumores mamarios de cadelas
[23]; os quais consideram HER-2 positivas apenas as amostras de carcinomas mamarios com
escore +3. Porém, grande parte dos estudos sobre expressdo de HER-2 em tumores mamarios
de cadelas utiliza o sistema classico de escore utilizado em cancer de mama humano,
HercepTest ™ [12,15,26].

A superexpressdo de HER-2 em cancer de mama em mulheres ¢ diagnosticada em 20-
30% dos casos (9), enquanto que nas cadelas, essa expressdo ¢ variavel (13,6 a 48%)

[2,12,15,29]. Na cadela, as variagdes nos percentuais de imunomarcagdo para HER-2 deve-se
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a auséncia de padronizagdo para andlise das imunomarcagdes e técnicas imunohistoquimicas
empregadas [4,19].

Ou ainda, outro fator a ser avaliado ¢ que na detec¢do da expressdo de HER-2 por
métodos imunohistoquimicos, utiliza-se anticorpo anti-HER-2 humano. Estudos anteriores
confirmaram a reatividade cruzada entre os anticorpos contra proteinas anti-humanos e
tecidos caninos [11,15,29]. Contudo a auséncia de imunomarcagdo ou ainda, marcacdo de
intensidade variavel em carcinomas mamarios de cadelas, assim como, a presenca de
marcagdes inespecificas identificadas no citoplasma celular ou imunomarcagido de células
hiperplésicas ou normais dentro da amostra tumoral, sugerem a inespecificidade do anticorpo
[4].

As neoplasias mamarias acometem principalmente cadelas adultas e idosas, com baixa
incidéncia em animais menores que dois anos [18]. As médias de idade relatadas na literatura
sdo 10,17 [34], 10,2 [27] e 10,6 [10], semelhantes a média observada nas cadelas desse
estudo. Assim como na mulher, idade é considerada como um fator de risco para neoplasias
mamarias em cadelas, sendo ja verificado que a média de idade dos animais com tumores
benignos era inferior a média dos animais com tumores malignos [33].

A auséncia de relacdo entre o escore marca¢do de HER-2 e o idade dos animais
observada no presente estudo ja foi relatado [11,26]. Por outro lado, ha estudos que indicam
maior expressdo de HER-2 em animais com idade superior a 9 anos [8]. Ainda, a partir do
ponto de vista bioldgico, cdes com 10 anos de idade correspondem a 56-60 anos em humanos
[25], ou seja, a maior incidéncia de carcinomas mamarios ocorre em caes idosos com idade de
7-10 anos, correspondente a 44-56 anos em humanos. Sendo assim, os picos de incidéncia de
tumores de mama em cadelas do presente trabalho e em mulheres sdo semelhantes,

reafirmando a idade como fator de risco.
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Estudos prévios com HER-2 em tumores mamarios de cadelas assim como no presente
trabalho, ndo verificaram correlagdo entre tipo histologico e a imunomarcagdo de HER-2 nos
carcinomas mamarios mistos [2,11]. Neoplasias mamarias de cadelas sdo consideradas
heterogéneas quanto ao comportamento biologico e morfologico [33] e a imunomarcagdo de
HER-2 depende da sensibilidade do método de detecgdo molecular e da expressdo génica
[10]. Acredita-se que na cadela, diferentemente na mulher, o HER-2 desempenha fun¢do na
formagdo tumoral, mas o desenvolvimento tumoral pode ndo estar diretamente associado a
imunoexpressdo de HER-2 [11].

A gradacdo histologica, juntamente com a imunomarca¢do de HER-2 em tumores
mamarios de cadelas, sdo consideradas fatores de progndstico [12], entretanto neste estudo
ndo foi observada relacdo entre estes dois fatores de progndstico, assim como relatado em
estudos anteriores [11].

Na cadela e na mulher, o tamanho também ¢, isoladamente, fator de progndstico.
Entretanto, no presente estudo ndo houve relagdo entre o escore de marcagdo de HER-2 e o
tamanho tumoral, assim como relatado anteriormente [11,1]. Na mulher, fatores como a
existéncia ou a falta de receptores hormonais, diferentes tipos de receptores de crescimento
epidérmico e genes supressores de tumor podem influenciar o tamanho tumoral [8,9].
Acredita-se que fendmenos semelhantes possam ocorrer nas cadelas em relagdo ao tamanho
tumoral [1].

No cancer de mama em mulheres ha controvérsias sobre a relacdo metastase em
linfonodos e expressdo de HER-2 [22]. O mesmo parece ocorrer em cadelas, onde hé estudos
que indicam que a expressio de HER-2 em animais com metastase linfonodal varia de
22,86% a 40% [10] e, por outro lado, outros estudos ndo verificaram relagdo positiva entre a

expressdo de HER-2 e o envolvimento linfonodal [11,26].
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Nao houve relagdo entre a imunomarcacdo de HER-2 e a presenca de metastase a
distancia, assim como relatado em estudo anterior [11]. Estes autores [11] analisaram o
tempo de vida das cadelas, um ano apos a cirurgia de masctectomia, e verificaram que aquelas
cadelas com metastase a distdncia, mesmo sem a expressio HER-2 apresentaram menor

tempo de sobrevida.

CONCLUSAO
A imunomarcacdo de HER-2 em carcinomas mamarios de cadelas ¢ baixa e ndo
apresenta relacdo com fatores de progndstico como tamanho tumoral, tipo e gradagdo
histologica, TNM, envolvimento nodal e metéastases a distancia. Este estudo reforga a hipotese
aventada por outros autores de que na cadela a expressio de HER-2 pode ndo estar

relacionada com a malignidade e progressdo tumoral.
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Tabela 1. Frequéncia dos tipos histologicos de carcinomas mamarios de cadelas de acordo

com grau histologico, Uberlandia-MG, 2016.

Tipo Histologico Grau n %
| I 111
Carcinomas simples 51 51,51
carc. anaplasico 0 0 1 1
carc. solido 2 5 5 12
carc. tubulopapilar 17 19 2 38
Carcinoma complexo 18 26 2 46 46,47
Carcinoma in situ - - - 2 2,02
Total 99 100
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459  Tabela 2. Caracteristicas clinicopatoldgicas de cadelas com neoplasia mamaria e relagdo com
460  os escores de imunomarcagdo de HER2, Uberlandia-MG, 2016.
Caracteristicas clinicopatolégicas n HER2 0/+1 HER2+2 P
Idade (n=90) 0,09
<10 anos 37 27(72,97%) 10 (27,03%)
>10 anos 53 51(96,23%) 2 (3,77%)
Tamanho tumoral (n=99) 0,13
<3cm 47 38(80,85%) 9 (19,15%)
3a5cm 27 25(92,59%) 2 (7.41%)
> 5cm 25 23(92%)  2(8%)
Estadiamento clinico (n=40) 0,10
I Melll 30 25(83,33%) 5 (16,67%)
VeV 10 10 (100%) 0
Tipos de carcinomas (n=99) 0,69
Simples 51 46 (90,20%) 5 (9,80%)
Complexos 46 38 (82,61%) 8 (17,39%)
Carcinoma in situ 2 2(100%) 0
Gradagéo histologica (n=99) 0,51
I 37 32(86,49%) 5 (13,51%)
i 50 42(84%) 8 (16%)
11 10 10 (100%) 0
Metastase em linfonodo (n=40) 0,43
Ausente 32 27(84,38%) 5 (15,62%)
Presente 8 8 (100%) 0
Metastase a distancia (n=40) 0,54
Ausente 35 30(85,71%) 5 (14,29%)
Presente 5  5(100%) 0
461
462
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Figura 1. Fotomicrografias de carcinoma complexo e tubulopapilar em mama de cadela. A.
Carcinoma complexo mamario, hematoxilina e eosina (HE), 100X. Notar células epiteliais
neoplésicas organizadas ora em tubulos, ora em feixes e tecido mioepitelial proliferado. B.
Carcinoma tubulopapilar mamario, HE, 100X. Notar células epiteliais atipicas, com moderado
pleomorfismo, organizadas em tubulos. C. Imunomarcagdo para HER2 pela técnica de
imunohistoquimica em carcinoma complexo. Notar grupo de células epiteliais neoplasicas em
formagdo tubular imunomarcadas para HER2 escore +2 (seta), 100x, contra coloragdo,

Hematoxilina de Harris. D. Carcinoma tubulopapilar, imunomarcagdo HER2 escore +2,

100X, contra coloragdo hematoxilina, Uberlandia-MG, 2016.




