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RESUMO

O tumor de mama é o tipo de neoplasia mais importante em cadelas intactas.
MutacBes no gene supressor de tumor p53 levam a superexpressdo da proteina em
neoplasias mamarias e tem sido associado a pior progndstico em mulheres, porém seu
valor prognostico em cadelas portadoras de tumores mamarios € controverso.
Objetivou-se avaliar a expressdao de p53 em tumores mamarios caninos (TMC) e
verificar sua correlacdo com caracteristicas clinicopatoldgicas, tumorais e sobrevida
total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de doenca (ILD) e o tempo de
desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) de cadelas submetidas a
mastectomia parcial. Cem cadelas foram acompanhadas por um periodo minimo de dois
anos. A determinacdo da expressao de p53 foi realizada por meio de
imunohistoquimica, utilizando a técnica de estreptoavidina-biotinaperoxidase. Foram
consideradas positivas amostras com mais de 10% de células neoplasicas marcadas,
avaliadas quanto a porcentagem e intensidade de marcacdo. 96% (96/100) dos tumores
eram malignos. Verificou-se superexpressdo de p53 em 65% (65/100) dos tumores.
Notou-se correlacdo entre superexpressao de p53 e subtipo histoldgico (p=0,017), sendo
0s carcinomas tubular e complexo os que mais frequentemente expressaram. Verificou-
se maior escore de marcacdo e maior intensidade de marcacdo em neoplasias de alto
grau histologico. Cadelas com tumores mamarios que superexpressaram p53
apresentaram menor ST (p= 0,012), porém ndo houve correlacdo entre expressao de p53
e ILD (p= 0,441) e TDTMR (p= 0,240). A idade da cadela ao diagnostico foi um fator
que também influenciou a ST, sendo pior em cadelas com mais de oito anos (p=0,023).
Este estudo demonstrou que a superexpressdao de p53 em neoplasias mamaérias de
cadelas esta associada a pior sobrevida e deve ser considerada como importante fator
prognostico.

Palavras-chave: P53, sobrevida, canina, tumor de mama.



ABSTRACT

Breast cancer is the most important neoplasm in intact bitches. Mutations in p53
tumor suppressor gene lead to overexpression of p53 protein in mammary neoplasms
and have been associated a worse prognosis in women, but its prognostic value in
canine mammary tumors (CMT) is controversial. The aim of this study was evaluate the
p53 expression in CMT and verify its correlation with clinical, pathological, tumor
features and overall survival (OS), also evaluating the disease free interval (DFI) and
tumor development interval in the breast remnant (TDIBR) of bitches submitted to
partial mastectomy. One hundred bitches were followed up for a minimum of two years.
Determination of p53 expression was performed by immunohistochemistry using the
streptavidin-biotin-peroxidase technique. Samples with more than 10% of labeled
neoplastic cells were considered positive, which were also evaluated for percentage and
marking intensity. P53 overexpression was found in 65% (65/100) of the tumors. There
was a correlation between p53 overexpression and histological subtype, which was
higher in tubular and complex carcinomas (p = 0.017), and a higher marker score and
higher labeling intensity was observed in high histological grade neoplasms (p = 0.023
and p = 0.030, respectively). However, there was no correlation between p53 expression
and DFI (p = 0.441) and TDIBR (p = 0.240). The age of the dog at diagnosis was a
factor that also influenced OS, being worse in bitches with more than eight years (p =
0.023). This study demonstrated that the p53 overexpression in CMT should be
considered as an important prognostic factor, related to a worse survival.

KEYWORDS: p53, survival, canine, breast cancer.
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1. INTRODUCAO

Tumores mamarios caninos (TMC) representam 50 a 70% de todos os tumores
que acometem fémeas caninas intactas (GOLDSCHMIDT et al., 2017), sendo reportada
taxa de malignidade de aproximadamente 50% (FOALE E DEMETRIUOU, 2011,
SALAS et al., 2015).

Assim, por se constituir em importante problema de satde nesta populacéo, além
da cadela ser considerada modelo para estudo devido as similaridades clinicas e
moleculares dos TMC com as neoplasias mamarias em mulheres (QUEIROGA et al.,
2011), pesquisas envolvendo a busca por marcadores moleculares que auxiliem na
determinacédo do prognoéstico dos TMC tem se intensificado nos ultimos anos (TONG et
al., 2016). Dentre esses marcadores, a P53 assume importancia devido seu papel na
manutencdo da estabilidade genémica, regulando o ciclo celular e induzindo a apoptose
(YAMAMOTO et al., 2014).

O gene p53 é um dos genes supressores de tumores e a perda das suas funcdes
inibitorias de crescimento contribui para a transformacdo maligna e/ou progressao
tumoral (PERKINS; VANDE WOUDE, 1993). A mutacdo do gene p53 prejudica a
habilidade da célula em detectar danos no DNA e resulta na superexpressao da proteina
p53 no ndcleo das células tumorais, podendo ser detectada por meio da
imunohistoquimica. J& em sua forma inalterada, a p53 ndo se acumula nas células, pois
possui uma meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), ndo sendo detectavel por este
método (HAINAUT; WIMAN, 2007).

Em mulheres com neoplasia mamaria, ja foi verificada correlacdo entre
superexpressdo da p53 e estadiamento TNM, envolvimento de multiplos érgdos, maior
taxa de recorréncia e menor sobrevida (YANG et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2014).
Ja em cadelas, poucos estudos tem avaliado o valor progndstico da superexpressao
dessa proteina, além de apresentarem resultados controversos, por vezes com estudos
demonstrando relacdo entre superexpressdo de p53 e maior agressividade tumoral
(DOLKA et al., 2016) e, em outros, esta relagdo ndo sendo verificada (LEE et al., 2004;
ZUCCARI et al., 2005).

As controvérsias apresentadas quanto ao valor progndstico da p53 pode estar
relacionada a fatores como: realizacdo de avaliagbes com pequeno nimero pacientes,

acompanhamento clinico por curto periodo de tempo, avaliagdio em conjunto de



diferentes subtipos e estagios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliagdo da
p53 (BERTHEAU et al., 2013).

Assim, os objetivos deste estudo foram: avaliar a expressao de p53 nos TMC
através da imunohistoquimica e verificar sua correlacdo com caracteristicas
clinicopatoldgicas, tumorais e sobrevida total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de
doencga (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR)

de cadelas submetidas a mastectomia parcial.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia da glandula mamaria da cadela

A cadela possui cinco pares de glandulas mamarias, dispostas de forma simétrica
e lateral a linha média, que se estendem da parte ventral do térax a regido inguinal
(TYLER, 2002). Sdo denominadas e numeradas conforme sua localizacdo anatémica.
Os pares craniais sdo denominados toracicos, 0s seguintes abdominais e os Ultimos
inguinais (DAVIDSON e STABENFELDT, 2014).

A numeracdo das glandulas mamérias da cadela segue o sentido craniocaudal. O
namero 1 corresponde as glandulas toracicas craniais (T1), o nimero 2 as toracicas
caudais (T2), o 3 as abdominais craniais (A3), 0 4 as abdominais caudais (A4) e 0 5 as
inguinais (I). As glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais sdo as que
apresentam maior quantidade de tecido glandular, sendo, portanto, mais volumosas.
Algumas cadelas podem apresentar apenas quatro pares de glandulas mamarias e cerca
de 50% ndo possui uma das glandulas abdominais craniais (TYLER, 2002; REESE et
al., 2016).

Cada glandula mamaéria € constituida por I6bulos de glandulas tubulo-alveolares
compostas. S&o separados entre si por septos de tecido conjuntivo denso e tecido
adiposo. A secre¢do proveniente de cada lobulo é drenada para o ducto interlobular e
depois para o ducto galactéforo. Cada mamilo possui em média 20 aberturas distintas,
relacionadas ao sistema de ductos e glandulas (TYLER, 2002). As alteracOes
caracteristicas do ciclo estral da cadela levam ao crescimento e proliferacéo da glandula
mamaria em cada ciclo, mesmo quando ndo ha procriacdo (REESE et al., 2016).

Quanto as caracteristicas celulares, os ductos galactéforos sdo revestidos por

uma dupla camada de células epiteliais cubicas ou cilindricas baixas. Os ductos



interlobulares apresentam epitélio simples cilindrico, podendo ser cubico no caso dos
ductos intralobulares (DAVIDSON e STABENFELDT, 2014).

As glandulas mamarias de carnivoros recebem irrigacdo adicional dos ramos
mamarios da artéria toracica lateral. O linfonodo axilar recebe a drenagem linfatica das
glandulas torécicas (1 e 2), e o linfonodo inguinal superficial recebe a drenagem das
glandulas 4 e 5. Os linfaticos da terceira glandula maméria comumente drenam através
do linfonodo axilar, mas também podem drenar caudalmente. Uma boa compreensédo do
fluxo linfatico é clinicamente importante em casos de neoplasias mamarias (FOALE e
DEMETRIOU, 2011; REESE et al., 2016).

2.2 As neoplasias mamarias em cadelas

Os TMC possuem etiologia multifatorial, podendo estar correlacionados a
fatores genéticos, nutricionais, ambientais, infecciosos e principalmente, hormonais
(REGO et al., 2015).

A frequente proliferacdo e subsequente regressao das glandulas mamarias da
cadela em cada ciclo estral pode ser um fator de predisposicdo ao desenvolvimento dos
TMC (REESE et al., 2016). Neste sentido, as neoplasias mamarias em cadelas séo quase
100% preveniveis quando estas sdo castradas antes do primeiro ciclo estral, podendo
também ter a incidéncia consideravelmente reduzida com ovariohisterectomia (OSH)
(antes dos 2,5 anos de idade) ou anteriormente aos quatro primeiros periodos estrais
(FORD e MAZZAFERRO, 2013; KRISTIANSEN et al., 2016).

A maioria dos TMC ocorre primariamente nas glandulas caudais, possivelmente
devido a maior quantidade de tecido glandular, sendo comum (50 a 60%) a ocorréncia
de tumores maltiplos (SORENMO et al., 2011). Ademais, € importante considerar que
tumores mamarios multiplos geralmente ndo sdo do mesmo subtipo histoldgico, tendo,
portanto, comportamento bioldgico diferente (SOLANO-GALLEGO, 2012).

Geralmente, quando as cadelas portadoras de neoplasia mamaria sdo
apresentadas para cuidados veterinarios, essas neoplasias ja possuem longo tempo de
evolucdo, o que é desfavoravel para a sobrevida dessas pacientes (SORENMO et al.,
2011; SORENMO et al., 2013; COTE, 2015).

Tendo em vista as similaridades apresentadas pelas neoplasias mamarias em

cadelas e mulheres, a cadela tem sido um modelo para estudo deste cancer em humanos,
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tornando essas pesquisas de elevada importancia (BURKE et al., 2012; TONG et al.,
2016).

2.3 Epidemiologia

A incidéncia de neoplasias mamarias em cadelas varia em decorréncia da regido
de origem do estudo, ja que sdo diferentes as caracteristicas apresentadas por cada
populacdo. A incidéncia dos TMC nos Estados Unidos é menor que em muitos outros
paises, devido pratica comum da OSH em animais jovens (GOLDSCHMIDT et al.,
2017). J& no Brasil, apresentam elevada incidéncia (SORENMO et al., 2011;
SORENMO et al., 2013).

Atualmente, sdo descritas por corresponderem a 50-70% dos tumores que
ocorrem nas fémeas intactas, sendo malignas em 50% dos casos (GOLDSCHMIDT et
al., 2017).

Machos apresentam incidéncia menor ou igual a 1% se comparado as fémeas, e
geralmente ocorrem associados a anormalidades funcionais que induzem ginecomastia,
como tumores funcionais das células de Sertoli (RIBAS et al., 2012).

Dentre as caracteristicas epidemioldgicas, a raca e a idade sdo fatores envolvidos
na ocorréncia dessas neoplasias (SORENMO et al., 2013). Cadelas de meia idade ou
idosas (com mais de sete anos) sao as mais afetadas, sendo nove e dez anos as idades
médias de acometimento mais reportadas (ZUCCARI et al., 2005; SORENMO et al.,
2011; RIBAS et al., 2012; SILVA et al., 2014).

As racgas que demonstram maior incidéncia sdo: Poodle, Pastor Alemdo, Cocker
Spaniel, Maltés, Yorkshire e Dachshund (SORENMO et al., 2011; DOBSON, 2013;
COTE, 2015). Entretanto, é importante considerar que a incidéncia dos TMC nas
diferentes racas pode variar em relacdo a regido do estudo (DOBSNON, 2013). Uma
maior ocorréncia de TMC em cées sem raca definida (SRD) comparada a cées de racgas
puras pode ser observada em estudos no Brasil (RIBAS et al., 2012; CALDAS et al.,
2016; GUNDIM et al., 2016).

Quanto ao porte do cdo, diferentes observagcdes sdo relatadas. Segundo
Goldschmidt et al. (2017) os TMC tendem a ocorrer mais frequentemente em animais
de racas puras de pequeno porte. Ja nos estudos realizados por Pefia et al. (2012) e
Dolka et al. (2016) foi verificada maior ocorréncia de TMC em cadelas de grande porte,

sendo ainda, contatada neste Gltimo, relagdo com a expressao de p53.
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2.4 Diagnostico

O diagnostico dos TMC envolve a realizagdo de minuciosas avaliag@es clinica,
citopatologica e histopatologica, as quais tem o objetivo de predizer o comportamento
biolégico do tumor com a maior acurdcia possivel (SOLANO-GALLEGO, 2012).
Informacgdes referentes ao histérico da paciente, quanto a ciclo reprodutivo, uso de
progestagenos, abortos, pseudogestacdo e outras lesbes que tenham sido observadas
pelo proprietario, devem ser registradas (COTE, 2015).

Alteracbes hematologicas relacionadas a neoplasia mamaria podem ser
observadas, sendo anemia normocitica normocrdmica e leucocitose neutrofilica as
alteracbes mais frequentes em casos de estagio avancado da doenca (IlI, 1V ou V)
(SILVA et al., 2014).

No exame fisico, as glandulas mamarias devem ser palpadas individualmente e
inspecionadas quanto a presen¢a de tumores, inflamacdo ou hipertrofia (FORD e
MAZZAFERRO, 2013). Os linfonodos axilares e inguinais também devem ser palpados
a procura de alteracbes em seu tamanho, consisténcia e mobilidade (SORENMO et al,
2013; COTE, 2015). Tendo em vista a drenagem linfatica da cadeia mamaria, ao exame
clinico os linfonodos regionais devem ser explorados, fazendo-se importante também a
realizacdo de exames de imagem (FORD e MAZZAFERRO, 2013).

Os nddulos mamarios devem ser avaliados quanto ao tamanho, formato,
consisténcia, presenca de aderéncias (subcutanea ou muscular) ou ulceracdes (BURKE
etal., 2012). A prévia realizacdo de exame citopatolégico em lesbes mamarias
nodulares é importante por permitir uma conduta terapeutica direcionada, uma vez que
permite a distincdo entre cistos mamarios, inflamacéo/infeccédo e neoplasias, auxiliando,
ainda, na suspeita de malignidade ou benignidade da lesdo (SOLANO-GALLEGO,
2012; CASSALI et al., 2013; CASSALI et al., 2017).

A aspiracdo de cistos mamarios revela um material liquido de coloracdo que
pode variar de esverdeada a amarronzada, apresentando microscopicamente, células
espumosas (células epiteliais secretoras descamadas) e macrofagos contendo pigmento.
As lesdes hiperplasicas e displasicas incluem a hiperplasia unilobular e multilobular,

adenose e epiteliose, sendo caracterizadas pela proliferagdo do epitélio secretor ou
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ductal das células mioepiteliais. Citologicamente, sdo dificeis de serem distinguidas das
neoplasias benignas (SOLANO-GALLEGO, 2012).

Tendo em vista a drenagem linfatica da cadeia mamaria, ao exame clinico os
linfonodos regionais devem ser explorados, fazendo-se importante também, realizacao
de exames de imagem (FORD e MAZZAFERRO, 2013). Ainda, a aspiracdo de
linfonodos regionais alterados pode auxiliar no diagnostico de metéstase, ja que em
tumores malignos que metastatizam, células tumorais localizadas nas glandulas
abdominais caudais e inguinais sdo drenadas para os linfonodos inguinais e podem
atingir os pulmdes via ducto tordcico (SOLANO-GALLEGO, 2012; FORD e
MAZZAFERRO, 2013).

Neste sentido, é imprescindivel a realizacdo de exame radiografico toracico, bem
como exame ultrassonografico da regido abdominal, a qual pode revelar a presenca de
metastases para Orgdos dessa cavidade, ou demais alteragbes importantes, como
esplenomegalia ou hepatomegalia (RIBAS et al., 2012).

O exame histopatologico é geralmente realizado apds exérese cirurgica. Tendo
em vista que em casos de multiplos tumores mamarios, cada um deles pode apresentar
um subtipo histoldgico diferente, para o exame, todos os nédulos devem ser coletados e
avaliados (SOLANO-GALLEGO, 2012; SORENMO et al., 2013).

Analises imunohistoquimicas por vezes podem ser requeridas, seja para
confirmacdo da origem da neoplasia, para determinacdo da expressao de receptores para
estrogeno e progesterona, ou como auxiliar na determinacéo do prognostico (CASSALI
etal., 2013;CASSALI et al., 2017).

2.5 Classificacdo e gradacao histolégica

As neoplasias da glandula maméria sdo classificadas quanto ao comportamento
em benignas ou malignas. Histologicamente, a diferenciacdo entre tumores malignos e
benignos se baseia no tipo, arranjo, invasdo neoplasica, pleomorfismo e presenca ou
auséncia de componentes mesenguimais ndo neoplasicos (SORENMO et al., 2013).

Propostas de classificacdo para os TMC tém sido descritas a fim de contribuir
com a avaliacdo prognostica, j& que por vezes o subtipo histologico demonstra-se
correlacionado a uma pior sobrevida (SOLANO-GALLEGO, 2012; RASOTTO et al.,
2017).
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Ao longo dos anos, essa classificacdo tem sido aprimorada a fim de facilitar sua
aplicacdo. Em 1974, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) publicou a primeira
classificacdo histoldgica internacional de tumores dos animais domésticos, incluindo
neoplasias e displasias da glandula mamaria, baseada nas classificacfes propostas em
trés estudos anteriores (MISDORP et al., 1971; MISDORP et al., 1972; MISDORP et
al., 1973) sofrendo modificagOes posteriores, baseadas em Misdorp et al. (1999).

Em 2011, baseando no descrito pela OMS, uma proposta de atualizacdo da
classificacdo dos TMC foi realizada por Cassali et al. (2011), sendo reavaliada em 2013
(Cassali et al., 2013). Ainda, Goldschmidt et al. (2011) também realizaram uma
proposta de classificacdo para os TMC baseada na classificacdo da OMS de 1974 e
1999, sendo as neoplasias primariamente dividas em: epitelial maligna, tipos especiais
de neoplasia epitelial maligna, mesenquimais malignas, mista maligna,
hiperplasia/displasia, neoplasias do teto e hiperplasia ou displasia do teto (melanose)
(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Atualmente, Goldschmidt et al. (2017) classifica as alteraces mamarias caninas
em hiperplasia/displasia, neoplasias benignas (adenoma - simples e complexo,
adenoma ductal, fibroadenoma, mioepitelioma e tumor misto benigno) e malignas
(epiteliais, mesenquimais e mistas — epiteliais e mesenquimais). As neoplasias
mamarias epiteliais malignas sdo as mais frequentes, podendo ser citadas dentre elas o
carcinoma in situ, carcinoma simples (tubular, tubulopapilar, cistico-papilar e
cribiforme), complexo, micropapilar, sélido, comedocarcinoma, anaplasico, em tumor
misto, mioepitelioma maligno, ductal, intraductal.

A gradacdo histologica possui significante correlacdo com a agressividade
tumoral. O sistema Nottingham, também denominado método de gradacdo histologica
de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado por Elston e Ellis (1991), foi o primeiro
descrito para gradacdo histolégica de tumores de mama, baseando-se na formacao
tubular, no pleomorfismo nuclear e no indice mitético. Com base nesse sistema de
classificacdo inicialmente proposto, Cassali et al. (2013) descreveram a determinacédo do
grau histologico da seguinte forma: formacao tubular (1 ponto: mais que 75% do tumor
constituido por tubulos, 2 pontos: entre 10% e 75% de formacéao tubular e 3 pontos:
tubulos em menos de 10% do tumor); no pleomorfismo nuclear (1 ponto: ndcleo
pequeno e regular, 2 pontos: moderada variagdo nuclear e aumento de tamanho e 3
pontos: grande variagdo no tamanho e formato); e no nimero de mitoses avaliado em

objetiva de 40x em 10 campos (1 ponto: 0-8 mitoses, 2 pontos: 9-16, e 3 points: mais de
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17 mitoses). Assim, o grau é determinado em | quando se somam de 3 a 5 pontos, em
grau Il para 6-7 pontos e grau Ill para 8-9 pontos. A gradacdo histologica segundo
Goldschmidt et al. 2017 segue os mesmos parametros, diferindo apenas quanto a
avaliacdo do numero de mitoses (1 ponto: 0-9; 2 pontos: 10-19 e 3 pontos: >20 mitoses).

Tumores de baixo grau histologico estdo associados a periodo livre de doenca
mais longo e com menor taxa de recorréncia, quando comparados a tumores de alto grau
(FOALE E DEMETRIOQOU, 2011). Estudos relataram maior taxa de ocorréncia de
metastases em carcinomas mamarios grau Ill, comparados aos de grau | e 1l (DIAS et
al., 2016; DOLKA et al., 2016; GUNDIM et al., 2016).

2.6 Fatores prognosticos

Os fatores prognosticos podem ser definidos como as varias caracteristicas
clinicas, patoldgicas e bioldgicas apresentadas pelos individuos e seus tumores, que
permitem realizar uma previsdo da evolucdo clinica e do tempo de sobrevida do
paciente apos a cirurgia (BENAVENTE et al.,, 2016). Um marcador é considerado
preditivo quando Gtil na selecdo de pacientes para tratamentos especificos e
individualizados (DOLKA et al., 2016).

Cées com tumores menores que trés centimetros de diametro apresentam melhor
prognostico, comparado a cdes com tumores de diametro maior (FOALE e
DEMETRIOU, 2011; COTE, 2015; CALDAS et al., 2016). Relata-se um tempo médio
de sobrevida de 22 meses para cdes com tumores malignos menores que trés
centimetros, e de 10 meses para cdes com neoplasia maligna maior que cinco
centimetros (FOALE e DEMETRIOU, 2011).

Em menor grau, obesidade também pode contribuir para o desenvolvimento dos
TMC (FORD e MAZZAFERRO 2013; SORENMO et al., 2013). O sobrepeso ou
obesidade em cadelas esta associado a ocorréncia de TMC em idade mais jovem com
precoce invasdo linfatica (LIM et al., 2015). Alguns estudos tém sugerido mecanismos
relacionados a ligagdo entre obesidade e tumorgénese, sendo eles: efeito de adipocinas
(LORINCZ e SUKUMAR, 2006), presenca de mediadores inflamatdrios e estrogénio
local produzido dentro dos tecidos adiposos e do proprio tumor via atividade da enzima
aromatase (SIMPSON e BRONW, 2013).

O uso de progestagenos e historico de pseudogestacdo séo fatores relatados por
favorecer a formacdo de tumores mais agressivos (SORENMO et al, 2013; DAVIDSON
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e STABENFELDT, 2014). Por outro lado, a OSH precoce (antes do primeiro cio)
reduz consideravelmente (99,5%) o risco de desenvolvimento de neoplasia mamaéria
(GOLDSCHMIDT et al., 2017). Isso se deve a influencia de altos niveis de estrogénio e
progesterona contribuirem para o surgimento desses tumores (SORENMO et al, 2013;
COTE, 2015), com expressdo de receptores para esses hormonios na maioria dos TMC
e reducdo significativa dessa expressao apos OSH (MAINENTI et al., 2014).

A definicdo do estagio clinico possibilita a determinacdo da extensao do tumor
contribuindo para o estabelecimento do prognéstico e tratamento adequado
(SORENMO et al., 2011; SORENMO et al.,, 2013; GUNDIM et al.,, 2016). O
estadiamento clinico é determinado de acordo com o sistema TNM proposto pela OMS
para 0s tumores caninos, sendo T = tamanho do tumor primario, N = estado dos
linfonodos regionais e M = presenca ou auséncia de metastases a distancia (Tabela 1)
(OWEN, 1980; CASSALI et al., 2013; CASSALI et al., 2017; SORENMO et al., 2013).
Tumores de estadio IlI, IV e V tém sido associados a menor tempo de sobrevida
comparado a tumores no estddio | ou Il (YAMAGAMI et al, 1996;
KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Com isso, o estadiamento clinico combinado
aos demais fatores prognoésticos deve ser considerado na determinacdo progndstica dos
TMC (YAMAGAMI et al., 1996).

Tabela 1. Estadiamento clinico (TNM) para cadelas com neoplasia mamaria (OWEN,
1980 - adaptado).

Estadio T N M
I T1 NO MO

I T2 NO MO

i T3 NO MO
v Qualquer T N1 MO
\Y/ Qualquer T Qualquer N M1

*T=tumor/N= linfonodo regional /M= metéstase. T1 = tumor <3 cm, T2=3a5cm, T3 =tumor >5cm;

N1= metastase em linfonodo regional; M1 = metéstase a distancia.

2.7 P53 nas neoplasias mamarias
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O gene p53 (TP53) localiza-se no cromossomo 17 e codifica uma proteina
nuclear com peso molecular de 53 kD, chamada de proteina p53. A primeira descrigdo
dessa proteina foi realizada em 1979, detectada ao formar um complexo com o antigeno
T do virus simio (SV-40), sendo referida como uma oncoproteina e, em 1989, como
gene supressor de tumor (HAINAUT e WIMAN, 2007).

A p53 ¢ a proteina responsavel por inibir o crescimento de células expostas a
injarias quimicas ou fisicas, incluindo as células neoplésicas, sendo denominada guardia
do genoma (HAINAUT e WIMAN, 2007). A atribuicdo do termo “guardia do genoma”
a p53 deve-se a sua funcdo de monitorar a integridade do genoma, atuando como um
sensor de danos no DNA e auxiliando o sistema de reparo, influenciando no ciclo
celular e induzindo a apoptose (YAMAMOTO et al., 2014). Assim, com a perda da
funcdo da p53, uma proliferacdo anormal celular € favorecida, levando ao
desenvolvimento de tumores (HAINAUT e WIMAN, 2007).

Em sua forma inalterada, a p53 ndo se acumula nas células, pois possui uma
meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), ndo sendo detectavel por meio de
imunohistoquimica. Em contrapartida, sua forma alterada possui uma meia-vida
significativamente mais longa, se acumulando no nucleo das células e podendo ser
evidenciada por métodos imunohistoquimicos. Dessa forma, a determinagdo de um
imunofenotipo neoplésico realizada através da analise imunohistoquimica, com
identificagdo de antigenos “in situ” pode ser de consideravel valor prognostico e
terapéutico (VEENA et al., 2014; DOLKA et al., 2016; TONG et al., 2016).

Atualmente, observa-se que aproximadamente 70% dos canceres humanos
possuem uma deficiéncia na funcdo do gene p53 (BERTHEAU et al., 2013). Com
relacdo as neoplasias mamarias, 0 gene encontra-se mutado em aproximadamente 30%
das mulheres com tumores, com variacGes nessa frequéncia dentro dos subtipos
histolégicos (BURKE et al., 2012; YANG et al., 2016). Assim, nota-se uma maior
expressdao em tumores com origem em celulas luminais (54%) que em tumores com
origem em células basais (25%) (DUMAI et al., 2013). De forma semelhante, em
tumores mamarios em cadelas também tem apresentado uma taxa de expressdo de cerca
de 30% (VEENA et al., 2014, DOLKA et al., 2016).

O papel da p53 com relacdo a sobrevida das cadelas ainda ndo é totalmente
claro. Ademais, estudos correlacionando a expressédo de p53 em CMT com a sobrevida
sdo escassos. Dos realizados, Dolka et al. (2016) ndo verificaram correlagdo da

superexpressdo dessa proteina com a sobrevida. J& Lee et al., (2004) constataram
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associacdo entre a superexpressdo de p53 e uma menor sobrevida, com essa
superexpressdo sendo apenas um fator independente de pior progndéstico para os TMC.
As controveérsias apresentadas quanto ao valor prognostico da p53 pode estar
relacionada a fatores como: realizacdo de avaliagcbes com pequeno nimero de pacientes,
acompanhamento clinico por curto periodo de tempo, avaliagdo em conjunto de
diferentes subtipos e estagios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliagdo da
p53 (BERTHEAU et al., 2013).

Dessa forma, pesquisas relacionadas as alteracbes do gene p53 e sua
consequente imunoexpressao nas células tumorais podem auxiliar na avaliagdo dos
TMC, se tornando um elemento com grande valor prognéstico (HAINAUT e WIMAN,
2007).

2.8 Tratamento

A primeira linha de tratamento para tumores mamarios € a cirurgia, exceto para
o carcinoma inflamatorio, o qual deve ser realizado terapia de controle regional
(CASSALI et al.,, 2013; CASSALI et al.,, 2017). Isso se deve ao fato de serem
extremamente agressivos, com a cirurgia nao tendo valor no controle ou paliacdo da
doenca (MACPHAIL, 2015).

Para os demais subtipos histolégicos de neoplasias mamarias, a remocao
cirirgica é satisfatoria, sendo curativa para a maioria dos tumores de estagio I, ndo
invasivos e bem diferenciados (CASSALI et al., 2013, CASSALLI et al., 2017).Além
disso, a excisdo permite o diagndstico histoldgico, e mesmo quando ndo curativa,
contribui por melhorar a qualidade de vida ou alterar a progressdo da doenca
(MACPHAIL, 2015).

A escolha da técnica cirargica ira depender do tamanho do tumor, da
consisténcia, da localizacdo e do estado da paciente. Quando a massa apresenta
didmetro de até um centimetro, firme e ndo aderida as estruturas, é indicada
nodulectomia simples total. Entretanto, se a histopatologia revelar malignidade, uma
cirurgia futura mais extensa € recomendada. A abordagem para massas maiores que um
centimetro, envolve a remocdo de acordo com a drenagem linfatica. A sobrevida ndo é
influenciada pela técnica utilizada, a ndo ser que seja feita remocao tumoral incompleta
(FOALE e DEMETRIOU, 2011; HORTA et al., 2014; MACPHAIL, 2015; DIAS et al.,
2016).
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Quando a excisdo completa ndo € possivel em um Gnico procedimento, uma
nova cirurgia deve ser realizada, aguardando o tempo de trés a quatro semanas apos a
primeira para que haja adequado relaxamento e recuperacdo da pele. A OSH pode ser
realizada momentos antes da mastectomia, para evitar que células tumorais atinjam a
cavidade abdominal (FORD e MAZZAFERRO, 2013; COTE, 2015; MACPHAIL,
2015).

Recentemente, em medicina veterinaria, observa-se que 0 emprego da
quimioterapia adjunta pods-cirurgica pode ser benéfica para controle de alguns tumores
malignos. Em alguns casos a radioterapia e hormonioterapia também podem ser
consideradas como terapia complementar no tratamento dos TMC (CASSALI et al.,
2017; GOLDSCHMIDT et al., 2017)
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Capitulo 2 — Superexpressdo de p53 esta relacionada a menor tempo de sobrevida
de cadelas com neoplasia mamaria

Artigo nas normas da revista Journal of Comparative Pathology (ISSN 0021-9975).
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Superexpressao de p53 esta relacionada a menor tempo de sobrevida de cadelas
com neoplasia mamaria
P53 overexpression is associated with to shorter survival time of bitches with mammary

tumor

T. A. Moreira*, N. P. Soares*, T. R. Santos*, L. S. Santos*, L. F. Gundim*, A. A.
Medeiros-Ronchi*.
*Laboratdrio de Patologia Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria, Minas
Gerais, Brasil. Correspondéncia: T.A. Moreira (email: thais-vet@outlook.com,
55(34)32258432). Av. Mato Grosso, 3289 - Bloco 2S - Umuarama, Uberlandia - MG,

38405-314.

Resumo

O tumor de mama € o tipo de neoplasia mais importante em cadelas intactas.
Mutacdes no gene supressor de tumor p53 levam a superexpressdo da proteina em
neoplasias mamarias e tem sido associado a pior prognéstico em mulheres, porém seu
valor prognostico em cadelas portadoras de tumores mamarios € controverso.
Objetivou-se avaliar a expressdo de p53 em tumores mamarios caninos (TMC) e
verificar sua correlacdo com caracteristicas clinicopatoldgicas, tumorais e sobrevida
total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de doenca (ILD) e o tempo de
desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) de cadelas submetidas a
mastectomia parcial. Cem cadelas foram acompanhadas por um periodo minimo de dois
anos. A determinacdo da expressao de p53 foi realizada por meio de
imunohistoquimica, utilizando a técnica de estreptoavidina-biotinaperoxidase. Foram

consideradas positivas amostras com mais de 10% de células neoplasicas marcadas,
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avaliadas quanto a porcentagem e intensidade de marcacdo. 96% (96/100) dos tumores
eram malignos. Verificou-se superexpressdao de p53 em 65% (65/100) dos tumores.
Notou-se correlacdo entre superexpressao de p53 e subtipo histolégico (p=0,017), sendo
0s carcinomas tubular e complexo os que mais frequentemente expressaram. Verificou-
se maior escore de marcacdo e maior intensidade de marcacdo em neoplasias de alto
grau histologico. Cadelas com tumores mamarios que superexpressaram p53
apresentaram menor ST (p= 0,012), porém ndo houve correlacdo entre expressao de p53
e ILD (p= 0,441) e TDTMR (p= 0,240). A idade da cadela ao diagnostico foi um fator
que também influenciou a ST, sendo pior em cadelas com mais de oito anos (p=0,023).
Este estudo demonstrou que a superexpressdo de p53 em neoplasias mamarias de
cadelas estd associada a pior sobrevida e deve ser considerada como importante fator
prognostico.

Palavras-chave: P53, sobrevida, canina, tumor de mama.

Introducao

Tumores mamarios caninos (TMC) representam 50 a 70% de todos os tumores
gue acometem fémeas caninas intactas (GOLDSCHMIDT et al., 2017), sendo reportada
taxa de malignidade de aproximadamente 50% (FOALE E DEMETRIUOU, 2011;
SALAS et al., 2015).

Assim, por se constituir em importante problema de satde nesta populacéo, além
da cadela ser considerada modelo para estudo devido as similaridades clinicas e
moleculares dos TMC com as neoplasias mamarias em mulheres (QUEIROGA et al.,
2011), pesquisas envolvendo a busca por marcadores moleculares que auxiliem na

determinacéo do prognoéstico dos TMC tem se intensificado nos ultimos anos (TONG et
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al., 2016). Dentre esses marcadores, a P53 assume importancia devido seu papel na
manutencdo da estabilidade genémica, regulando o ciclo celular e induzindo a apoptose
(YAMAMOTO et al., 2014).

O gene p53 é um dos genes supressores de tumores e a perda das suas funcdes
inibitérias de crescimento contribui para a transformacdo maligna e/ou progressao
tumoral (PERKINS; VANDE WOUDE, 1993). A mutacdo do gene p53 prejudica a
habilidade da célula em detectar danos no DNA e resulta na superexpressao da proteina
p53 no ndcleo das células tumorais, podendo ser detectada por meio da
imunohistoquimica. J& em sua forma inalterada, a p53 ndo se acumula nas células, pois
possui uma meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), ndo sendo detectavel por este
método (HAINAUT; WIMAN, 2007).

Em mulheres com neoplasia mamaria, ja foi verificada correlacdo entre
superexpressdo da p53 e estadiamento TNM, envolvimento de multiplos érgdos, maior
taxa de recorréncia e menor sobrevida (YANG et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2014).
Ja em cadelas, poucos estudos tem avaliado o valor progndstico da superexpressao
dessa proteina, além de apresentarem resultados controversos, por vezes com estudos
demonstrando relacdo entre superexpressdao de p53 e maior agressividade tumoral
(DOLKA et al., 2016) e, em outros, esta relacdo ndo sendo verificada (LEE et al., 2004;
ZUCCARI et al., 2005).

As controvérsias apresentadas quanto ao valor prognostico da p53 pode estar
relacionada a fatores como: realizacdo de avaliacbes com pequeno ndmero pacientes,
acompanhamento clinico por curto periodo de tempo, avaliagdo em conjunto de
diferentes subtipos e estagios tumorais e uso de diferentes metodos para avaliacdo da

p53 (BERTHEAU et al., 2013).
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Assim, os objetivos deste estudo foram: avaliar a expressao de p53 nos TMC
através da imunohistoquimica e verificar sua correlacdo com caracteristicas
clinicopatoldgicas, tumorais e sobrevida total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de
doenca (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR)

de cadelas submetidas a mastectomia parcial.

Material e métodos

Animais e avaliacdo histopatoldgica

Foram incluidas neste estudo 100 cadelas portadoras de neoplasia mamaria,
encaminhadas ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HV —
UFU), Minas Gerais, Brasil para avaliacdo clinica. Este projeto foi aprovado pela
CEUA (Comité de Etica do Uso de Animais) da Universidade Federal de Uberlandia,
no protocolo 127/15.

Os critérios de inclusdo dos animais no estudo foram: cadelas portadoras de
neoplasias mamarias, encaminhadas para mastectomia (total ou parcial, conforme
avaliacdo cirurgica) com exame clinico detalhado, exames de imagem (radiografia
torécica e avaliacdo ultrassonogréafica de 6rgdos da cavidade abdominal) para pesquisa
de metastases. O critério de exclusdo foi a ndo remocao completa de todos os nddulos
tumorais mamarios.

No exame fisico da glandula mamaria o tamanho dos tumores foi aferido com
auxilio de paquimetro, sendo classificados com relagdo ao maior diametro em T1 (< 3
cm), T2 (3a5cm)e T3 (>5 cm) (Owen, 1980). As variaveis foram avaliadas por dois

observadores (TAM e NPS) em conjunto.
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O tratamento instituido para todas as cadelas foi cirargico. Apos exérese dos
tumores foram coletadas amostras de glandula mamaria e linfonodos regionais (axilares
ou inguinais, dependendo da localizacdo tumoral). As amostras foram fixadas em
formol tamponado a 10%, por 48 horas e processadas rotineiramente para confeccdo de
laminas histologicas coradas em hematoxilina e eosina.

Amostras dos linfonodos regionais foram avaliadas microscopicamente para
deteccdo de metastase. O estadiamento clinico (TNM) foi realizado conforme proposto
pela Organizacdo Mundial da Saude — OMS (Sorenmo et al. 2013, adaptado de Owen,
1980).

A analise histopatologica foi realizada conforme proposto por Goldschmidt et al.
(2017) e o diagndstico foi atribuido por dois patologistas (TAM e LFG). O grau
histoldgico foi atribuido de acordo com o sistema Nottingham, modificado por Elston e
Ellis (1991). Tendo em vista a proposta analitica de estudo, nos casos que apresentaram

mais de um subtipo histolégico de tumor mamario, considerou-se o mais maligno.

Analise da sobrevida

As cadelas foram clinicamente acompanhadas com periodicidade quadrimestral,
até a data do 6bito ou por um periodo minimo de dois anos. Dados sobre o estado geral
da paciente, ocorréncia ou ndo de recidiva, surgimento de novos tumores em glandulas
mamarias remanescentes ou ocorréncia de metastase foram registrados. Foram
necropsiadas aquelas que vieram a O6bito no decorrer deste estudo e foram
voluntariamente encaminhadas pelos proprietarios ao Setor de Patologia Animal - UFU.

Realizou-se a avaliacdo do tempo de sobrevida total (ST), do intervalo livre de

doenca (ILD) e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente
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(TDTMR). A ST foi definida como o tempo pos-mastectomia até a data da morte ou
eutanasia; o ILD foi o tempo pos-mastectomia até o desenvolvimento de recidiva ou
metastase, e 0 TDTMR foi determinado como o tempo pds-mastectomia até o

surgimento de tumor em glandula mamaria remanescente.

Analise imunohistoquimica

A imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo de p53 foi realizada em
seccOes dos tumores mamarios com 4 um dispostas sobre laminas, conforme método
proposto por Veena et al. (2014), com modificacdes. A recuperacdo antigénica por calor
foi realizada em panela de pressdo por 10 minutos em solucdo de hidroximetil-
aminometano (TRIS) - acido etilenodiamino tetra-acético dissddico (EDTA), 10 mM,
pH 9. Em seguida, as laminas foram lavadas com tampdo salina fosfato (Phosphate
Buffered Saline — PBS 1x) e os cortes foram contornados com caneta hidrofobica (Dako
S200230).

O bloqueio da peroxidase foi realizado em solu¢do contendo 95% de metanol e
5% de agua oxigenada, durante 20 minutos. Para o bloqueio das proteinas inespecificas
utilizou-se Protein Block (Polymer Kit, Novolink), durante cinco minutos. O anticorpo
anti-P53 (clone DO7, Cell Marque) foi diluido 1:400 em soro albumina bovina (BSA)
1% (Amresco, 0332).

Os cortes receberam anticorpo diluido e foram incubados por 18h, a 4°C em
camara umida. Como controle positivo da reagdo, utilizou-se corte histologico de
seminoma canino sabidamente positivo para p53; e o controle negativo foi realizado

através da omissdo do anticorpo primario.
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A reacdo foi revelada com diaminobenzina (DAB — Polymer Kit, Novolink). As
laminas foram contra coradas com Hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) por 3 minutos e montadas sob laminula.

A anélise microscopica das amostras submetidas a imunohistoquimica foi feita
de acordo com a frequéncia (média do nimero de células neoplésicas reativas em 10
campos, objetiva de 40x) e a intensidade de marcacdo para p53 (ausente, fraca,
moderada e forte). A marcacgéo para o anticorpo foi classificada como negativa quando
menos de 10% das células tumorais apresentaram marcacdo e positiva quando a
porcentagem de células marcadas foi superior a 10% (DOLKA et al., 2016).

A expressdo de p53 foi avaliada conforme os escores: 0 (negativa) = de 0 a 10%
de células marcadas, 1 = de 11% a 30% de células marcadas, 2 = de 31% a 50% de
ceélulas marcadas, e 3 = acima de 50% de célula marcadas.

A marcacao citoplasmatica foi observada, porém so foi registrada como positiva
guando a marcacao nuclear também estava presente, como recomendado por Lee et al.,

2004; Dolka et al., 2016; Kim et al., 2016.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.,
2007). O teste exato de Fisher e o teste qui-quadrado foram utilizados para comparar as
caracteristicas clinicopatologicas e tumorais das pacientes caninas nos grupos de p53-
positivas e p53-negativas. A analise multivariada por meio da correlacdo candnica foi
utilizada para comparar os variados subtipos histologicos nos grupos positivos e
negativos para p53; e ainda na comparacdo dos subtipos histologicos com o escore de

marcacgdo e a intensidade. Ainda, o teste qui-quadrado e o teste G foram utilizados,
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conforme o caso, para comparacdo do grau histologico e do estadiamento TNM com
escore e a intensidade de marcacao.

O tempo de ST, ILD e o TDTMR foram analisados através do método de
Kaplan-Meier e emprego do teste Log-Rank. Para avaliacdo da sobrevida foram
censuradas as cadelas que ainda estavam vivas até o final do estudo e que tiveram a
causa do Obito ndo relacionada a ocorréncia de neoplasia mamaria ou indeterminada;
para o ILD foram censuradas as cadelas que estavam livres de recidiva ou metéstase até
o final do estudo e para avaliacdo do TDTMR foram censuradas as cadelas em que foi
realizada mastectomia total ou ndo foi detectado surgimento de tumor em glandula
mamaria remanescente. A andalise multivariada pela regressdo de Cox foi utilizada para
comparagdo das variaveis preditoras para a neoplasia mamaria e o tempo de ST. Em

todos os testes foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.

Resultados

Caracteristicas das pacientes e tumores

Com relacdo as caracteristicas clinicopatologicas, os tumores mamarios foram
mais frequentes em cadelas idosas (> 8 anos), com média de idade de 10,28+2,82 anos
e, quanto a raca, 52% (52/100) eram sem raca definida (SRD). Trinta e duas cadelas
estavam em estadio IV (32/96 — 33,44%) (Tabela 1).

Quanto as caracteristicas tumorais, 40% das cadelas apresentaram tumores
menores que trés centimetros de diametro (T1). Microscopicamente, 0s tumores

malignos foram os mais frequentes (96/100 - 96%), sendo o carcinoma complexo o
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198  subtipo histologico mais observado (29/100 - 30,20%). Da gradacdo histoldgica,

199  observou-se predominio de neoplasias de grau Il (47/96 — 48,96%).

200

201  Tabela 1. Frequéncia das caracteristicas clinicopatologicas e tumorais em cadelas
202  com neoplasia mamaria.

203

Numero de pacientes
Idade £ DP, Minimo/Maximo (anos)

100

10,28 + 2,82 (4-17)

Adultas 34 (34%)
Idosas 66 (66%)
Raca
SRD 52 (52%)
Ragas 48 (48%)
Poodle 15 (31,25%)
Pinscher 8 (16,67%)
Yorkshire 5(10,41%)
Dachshund 4 (8,33%)
Basset 4 (8,33%)
Pit Bull 3 (6,25%)
Cocker 2 (4,17%)
Pastor aleméo 2 (4,17%)
Shitzu 2 (4,17%)
Outras (Lhasa, Rottweiler e Fila) 3 (6,25%)
Tamanho tumoral
T1(<3cm) 40 (40%)
T2 (3a5cm) 27 (27%)
T3 (>5cm) 33 (33%)
Tipo histoldgico
Benignos 4 (4%)
Adenoma mamario 2 (50%)
Fibroadenoma mamario 2 (50%)
Malignos 96 (96%)

Origem epitelial
Carcinoma complexo
Carcinoma tubular
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma s6lido

29 (30,20%)
24 (25%)

15 (15,61%)
11 (11,45%)

Carcinoma papilar 7 (7,29%)

Carcinoma tabulo-papilar 3 (3,12%)

Carcinoma micropapilar invasor 1 (1,04%)

Carcinoma in situ 1 (1,04%)

Carcinoma anaplésico 1 (1,04%)
Origem mesenquimal

Fibrossarcoma mamario 2 (3,12%)

Osteossarcoma mamario 1(1,04%)
Origem mesenquimal e epitelial

Carcinossarcoma 1 (1,04%)

Grau histolégico n= 96

|
I
Il

TNM
I

41 (42,71%)
47 (48,96%)
8 (8,33%)
n=96

28 (29,17%)
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" 15 (15,62%)

i 12 (12,5%)

v 32 (33,34%)

\% 9 (9,37%)
DP = desvio padrdo

Expressao imunohistoquimica de p53

Marcacdo nuclear positiva foi observada em 65 amostras (65%). Raras células
tiveram marcagdo apenas no citoplasma, sendo estas desconsideradas. O carcinoma
tubular (70,83% - 17/24) e o carcinoma complexo (68,96% - 20/29) foram os subtipos
histolégicos que mais expressaram p53. Das quatro neoplasias benignas, uma amostra
(25%) de fibroadenoma mamario foi positiva.

A andlise das correlagdes das caracteristicas clinicopatolégicas e tumorais
observadas nos grupos de cadelas p53-positivas e p53-negativas encontra-se na tabela 2.
O subtipo histoldgico influenciou na expressdo da p53 (p=0,017). Nao houve correlacdo
entre a expressdo de p53 e idade, raca, tamanho tumoral, grau histolégico e TNM
(p>0,05).

Quanto ao escore de marcacdo observado, 35 (35%) amostras foram
classificadas em escore O (negativas). Das positivas, 25/65 (38,46%) apresentaram
escore 1, 15/65 (23,08%) eram escore 2 e 25/65 (38,46%) foram classificadas em escore
3. Da intensidade de marcagédo, 15/65 (23,08%) foram classificadas como intensidade
fraca, 33/65 (50,77%) em moderada e em 17/65 (26,15%) casos como forte (Figura 1).

Houve correlagéo entre escore de marcagéo e grau histologico (p=0,023), sendo
que neoplasias de grau Ill apresentaram maior quantidade de células marcadas (escore
3) e tumores de grau | apresentaram menor porcentagem de células marcadas (escore 1).

Quanto a intensidade de marcagdo da p53, a maioria dos tumores de grau | ou 1l

demonstrou intensidade moderada ou fraca (p=0,030).
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N&o houve relagdo entre subtipo histoldgico e TNM com o escore de marcagdo
(p=0,221 e p=0,088, respectivamente), assim como ndo houve associagédo entre subtipo
histolégico e TNM com intensidade de marcacdo (p= 0,248 e p= 0,922,

respectivamente) (Tabela 3).

Figura 1. Escore e intensidade de marcacdo da p53 em neoplasias mamarias de cadelas.

A) Carcinoma solido, escore 0 — (negativo). IHQ, 40x, 50 pum. B) Nucleos
imunomarcados: Carcinoma complexo, escore 1 (positiva, 11-30% de nucleos
marcados), intensidade fraca. IHQ, 40x, 50 um. C) Carcinoma complexo, escore 2
(positiva, 31-50% de nucleos marcados), intensidade moderada. IHQ, 40x, 50 pm. D)
Carcinoma complexo, escore 3 (>50% de nlcleos marcados), intensidade forte. IHQ,

40x, 50 pm.
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241  Tabela 2. Correlagdo entre as caracteristicas clinicopatologicas e expressdo de p53
242  em cadelas portadoras de neoplasia mamaria.
Caracteristicas P53 positivas (n=65) P53 negativas (n=35) p-valor
Idade ao diagnéstico 0,189"
<8 anos 19 (29,23%) 15 (42,86%)
> 8 anos 46 (70,77%) 20 (57,14%)
Racas 0,677
Raca pura 30 (46,15%) 18 (51,43%)
SRD 35 (53,85%) 17 (48,57%)
Tamanho tumoral 0,970?
T1(<3cm) 26 (40,00%) 14 (40,00%)
T2 (>3e<5cm) 18 (27,70%) 9 (25,71%)
T3 (>5cm) 21 (32,30%) 12 (34,29%)
Subtipo histolégico 0,017%*
Carcinoma complexo 20 (30,77%) 9 (25,71%)
Carcinoma tubular 17 (26,15%) 7 (20%)
Carcinoma em tumor misto 11 (16,92%) 4 (11,43%)
Carcinoma s6lido 6 (9,24%) 5 (14,28%)
Carcinoma papilar 3 (4,61%) 4 (11,43%)
Outros 8 (12,31%) 6 (17,15%)
Grau histolégico (n= 96) n= 64 n= 32 0,872
| 27 (42,19%) 14 (43,75%)
I 31 (48,43%) 16 (50%)
1 6 (9,38%) 2 (6,25)
TNM (n= 96) n= 64 n= 32 0,829"
RTNIT 36(56,25%) 19 (59,37%)
VeV 28 (43,75%) 13 (40,63%)
243 *P < 0.05 é considerado significante. ‘Teste exato de Fisher, “Qui-quadrado.’Anélise multivariada -
244 correlagdo candnica.
245
246  Tabela 3. Correlacdo entre grau, subtipo histolégico e TNM com o escore e
247  intensidade de marcacédo para p53 em neoplasias mamarias de cadelas.
Escore (n, %) Intensidade (n, %)
1 2 3 p-valor Fraca Moderada Forte p-valor
Grau 0,023'* 0,030™*
I 14 (21,88%) 3 (4,68%) 10 (15,62%) 9 (14,06%) 14 (21,88%) 4 (6,25%)
Il 8(12,5%) 12 (18,75%)  11(17,19%) 4(6,25%) 14 (21,88%) 13 (20,31%)
i 2 (3,13%) 0 (0%) 4 (6,25%) 2(3,12%) 4 (6,25%) 0 (0%)
Subtipo** 0,221° 0,248°
cc 7(10,78%) 4 (6,15%) 9 (13,88%) 5(7,71%)  7(10,78%) 8 (12,32%)
CT 4 (6,15%) 4 (6,15%) 9 (13,88%) 5(7,71%) 11 (16,93%) 1 (1,53%)
CT™M 4 (6,15%) 5 (7,70%) 2 (3,07%) 2(3,07%) 6(9,23%) 3 (4,61%)
CS 3(4,61%) 1(1,53%) 2 (3,07%) 2(3,07%) 2(3,07%) 2 (3,07%)
CP 1 (1,53%) 1 (1,53%) 1 (1,53%) 0 (0%) 3 (4,61%) 0 (0%)
Outros 4 (6,15%) 2 (3,07%) 2 (3,07%) 1(153%) 4 (6,15%) 3 (4,61%)
TNM 0,088° 0,922°
LI 17 (26,57%) 9 (14,06%) 10 (15,62%) 9 (14,06%) 18(28,13) 9 (14,06%)
IV, IV 7(10,94%) 6 (9,37%) 15 (23,44%) 6(9,37%) 14 (21,88%) 8 (12,5%)
248 *P < 0.05 ¢é considerado significante. **CC= carcinoma complexo, CT= carcinoma tubular, CTM=
249 Carcinoma em tumor misto, CS= Carcinoma s6lido, CP= carcinoma papilar.'Teste G (Willians), “Analise
250 multivariada — correlagdo canénica,*Teste qui-quadrado.
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Sobrevida total, intervalo livre de doenca e tempo de desenvolvimento de tumor

em mama remanescente

Ao final deste estudo, 59 cadelas haviam morrido e 41 estavam vivas. Das 59
cadelas que vieram a ébito, 27 foram encaminhadas para necropsia, sendo a causa da
morte relacionada a metastase de neoplasia mamaria em 21 casos. Dos demais casos (32
cadelas), exames de imagem (radiografia e ultrassonografia) e biopsias realizadas
durante o acompanhamento clinico permitiram relacionar a causa da morte a neoplasia
mamaria em 16 casos. Assim, ao todo, em 37 de 59 casos (62,72%) o oObito teve relacao
com a neoplasia mamaria, ndo sendo verificada esta relacdo em 22 casos (14 mortes por
outras causas e oito indeterminadas) sendo estas cadelas censuradas no célculo da
sobrevida total. A média de sobrevida total (ST) foi de 16,6 £10,5 meses (500 +316,15
dias).

Houve uma maior taxa de Obito no grupo de cadelas com tumores que
superexpressaram p53 (43/65 - 66,16%), comparado ao grupo das cadelas negativas
(16/35 - 45,71%), sendo observada correlacdo entre a sobrevida e superexpressdo de
p53 (p=0,012) (Figura 2 — A).

Com relacdo a sobrevida, 38,98% (23/59) das cadelas com tumores que
superexpressaram p53 tiveram sobrevida < 12 meses e 33,90% (20/59) tiveram
sobrevida > 12 meses. Ja dentre as cadelas que foram negativas para p53, 3,39% (2/59)
tiveram sobrevida < 12 meses e 23,73% (14/59) tiveram sobrevida > 12 meses. Assim,
cadelas com tumores que superexpressaram p53 tiveram pior sobrevida, sendo
verificada correlacdo com a superexpressao de p53 (p=0,012, X*= 8,02).

A mastectomia total foi realizada em 32% (32/100) das pacientes deste estudo e

em 68% (68/100) foi feita mastectomia parcial. Das cadelas submetidas & mastectomia



277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

37

parcial 27,94% (19/68) tiveram desenvolvimento de tumor em glandula mamaria
remanescente. Notou-se recidiva local em 4% das pacientes (4/100), sendo que uma
havia realizado mastectomia total (3,12%; 1/32) e trés parcial (4,41%; 3/68). Nas
cadelas que tiveram recidiva local, também ocorreu desenvolvimento posterior de
metastase.

Quanto as cadelas que tiveram recidiva local ou metastase (37/100), observou-se
uma maior ocorréncia no grupo de cadelas com tumores que superexpressaram p53
(29/65 — 44,61%) comparado ao grupo das cadelas negativas (8/35 — 22,88%); e
também uma maior ocorréncia de desenvolvimento de novo tumor em mama
remanescente no grupo com superexpressdo de p53 (15/65 — 23,07%) comparado ao
negativo (4/35 — 6,15%).

O ILD foi em meédia 9,3 + 8,3 meses (280,75 +251,44 dias), sendo de 10,27
18,29 meses no grupo de cadelas com tumores que superexpressaram p53 e de 7,62
18,56 meses no grupo de cadelas negativas. O TDMR foi em média de 7,9 +7,4 meses
(239,21 223,27 dias), sendo 7,86 %6,80 meses no grupo com tumores que
superexpressaram p53 e 8,25 +10,71 meses no grupo negativo. Nao obstante, a analise
de ambas estas variaveis (ILD e TDMR) ndo apresentou correlacdo com a expressao de

p53 (Figura 2 — B, C respectivamente).
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Figura 2. Curvas de sobrevida Kaplan-Meier para a expressdo da proteina p53 em
amostras de neoplasias mamarias de cadelas, em relacdo a: A) Sobrevida total
(p=0,012); B) Intervalo livre de doenca (p=0,441); C) Tempo de surgimento de tumor

em mama remanescente (p=0,240). NS= N&o significativo.

A analise multivariada entre a ST e as variaveis preditoras para a neoplasia
mamaria, observou-se correlacdo com a idade da cadela ao diagnostico (p=0,02), sendo
confirmada a correlacdo entre a sobrevida e expressdo de p53 (p=0,01). Ndo houve

correlacdo entre as demais variaveis analisadas (Tabela 4).

Tabela 4. Analise multivariada de regressdo de Cox da sobrevida total de cadelas

com neoplasia mamaria em comparacao as variaveis preditoras.

Variaveis Erro Padrédo  p-valor Taxa de risco  IC (95%)

Idade 0,058 0,023* 0,876 0,782 - 0,982
Raca 0,053 0,941 1,003 0,904 -1,114
Tamanho do tumor 0,231 0,646 0,899 0,571 -1,415
TNM 0,126 0,412 1,109 0,865 — 1,422
Subtipo histoldgico 0,053 0,275 0,943 0,849 - 1,047
Grau histolégico 0,231 0,470 0,846 0,537 - 1,332
Expressdo de p53 0,398 0,012* 2,719 1,244 - 5,939

*P < 0.05 é considerado significante.

Discussao

A maior ocorréncia de neoplasias mamarias malignas, com maior frequéncia em
cadelas idosas foi retratada nesse estudo, assim como observado por Dolka et al. (2016)
e Rasotto et al. (2017). Ademais, em analise multivariada das variaveis preditoras para a
sobrevida de cadelas com tumor de mama, a idade foi um fator significativo, com
cadelas idosas apresentando pior sobrevida, como também constatado por Dias et al.
(2016) e Dolka et al. (2016).

Poucos estudos com TMC tém correlacionado subtipo histoldgico a sobrevida.

Até 0 momento, Santos et al. (2013) e Rasotto et al. (2017) sugerem uma associagao
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dos subtipos carcinoma complexo e tubular a uma maior sobrevida e menor risco de
morte pela doenca. Entretanto, no presente estudo ndo foi observada correlacao entre o
subtipo histologico e sobrevida. Nesse sentido, estudos adicionais sdo necessarios para
verificar esta questao.

Superexpressdo de p53 foi relatada em cerca de 30% de mulheres (Dumai et al.,
2013) e cadelas portadoras de tumores mamarios (Lee et al., 2004; Veena et al., 2014;
Dolka et al., 2016). Os resultados aqui apresentados demonstraram alta expressdo de
p53 nos tumores mamarios (65%), sendo esta frequencia influenciada pelo subtipo
tumoral. A maior frequéncia de superexpressdo de p53 pode estar relacionada ao
predominio neste estudo dos subtipos histologicos carcinoma complexo e carcinoma
tubular, uma vez que o tipo histolégico influencia na imunoexpressdo de p53, além de
Pedraza-Ordofiez et al. (2015) e Kim et al. (2016) também relatarem maior taxa de
expressao desses subtipos.

Escore e intensidade de marcacdo foram fatores independentes do subtipo
histoldgico, semelhante ao observado por Teixeira et al. (2011). Ja o grau histoldgico,
geralmente utilizado como indicador prognostico tumoral (Kim et al., 2016; Rasotto et
al., 2017) demonstrou-se relacionado a intensidade e escore de marcacdo da p53.
Tumores de alto grau apresentaram maior escore de marcacdo e maior intensidade de
coloragéo, assim como observado por Golmohammadi e Pejhan (2012), sendo a alta
expressdo da p53 associada a neoplasias mamarias de alto grau e mais agressivas.

Superexpressdo de p53 foi observada em 25% das neoplasias mamarias
benignas. Outros estudos ja demonstraram superexpressdo em tumores mamarios
benignos (11%: Muto et al., 2000), sendo relatada em até 100% (Zuccari et al, 2005;
Terra et al., 2012). E importante ressaltar que mutacbes no gene p53 podem ser o

primeiro evento na carcinogénese dos TMC (Muto et al., 2000), ja tendo sido inclusive
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detectadas em glandulas mamarias contralaterais ao tumor em cadelas (Teixeira et al.,
2011).

Apesar de tamanho tumoral ser considerado fator prognéstico para os TMC,
sendo reportada uma pior sobrevida para cadelas com tumores maiores que trés
centimetros (Cassali et al., 2013; Rasotto et al., 2017), os estudos que assim como este
realizaram a analise do tamanho tumoral nos TMC nao observaram correlacdo com a
superexpressdo de p53 (Bertagnolli et al., 2009; Dolka et al., 2016).

Em mulheres, nota-se uma associacdo entre a expressdo de p53 e um estagio
TNM avancado (Yang et al., 2013). N&do obstante, neste estudo o estadiamento (TNM)
ndo foi correlacionado a expressdo de p53, escore, intensidade ou a sobrevida das
cadelas, de forma semelhante ao observado por Dolka et al. (2016).

Em Medicina Veterinaria, poucos trabalhos tém avaliado a superexpressdo de
p53 em TMC com relacdo a sobrevida. Lee et al. (2004) verificaram correlacéo entre a
superexpressdo de p53 e pior sobrevida, de forma semelhante ao observado neste
estudo. Ja Zuccari et al. (2005) ndo verificaram correlacdo entre superexpressdo de p53
e sobrevida ou ILD. Dolka et al (2016) apesar de correlacionarem a superexpressao de
p53 a ocorréncia de tumores pouco diferenciados, com alto indice mitotico, invasivos e
com presenca de necrose, também ndo constataram correlacdo quanto ao tempo de
sobrevida total. As controvérsias apresentadas quanto ao valor progndstico da p53 pode
estar relacionada a fatores como: realizacdo de avaliagdes com pequeno nimero de
pacientes, acompanhamento clinico por curto periodo de tempo, avaliagdo em conjunto
de diferentes subtipos e estagios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliagcdo da
p53 (Bertheau et al., 2013).

A superexpressdo de p53 nos TMC se mostrou fortemente correlacionada a

sobrevida, sendo que cadelas com tumores que superexpressaram p53 tiveram menor
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sobrevida, assim como relatado em mulheres Said et al., 2013; Yang et al., 2013;
Yamamoto et al., 2014). Entretanto, diferente dos tumores mamarios em mulheres
(Yang et al., 2013; Yamamoto et al., 2014) os TMC ndo demonstraram correlacédo entre
superexpressdo de p53 e ILD.

A imunohistoquimica € um meétodo eficiente para deteccdo de mutagdes do gene
p53, ja tendo sido estabelecida correlagdo entre superexpressdo dessa proteina e
ocorréncia de mutacdes no gene p53 (Lee et al., 2004), levando ao seu acumulo no
nucleo das células tumorais (Maki, 2010; Tong et al, 2016). Assim, na avaliacdo da
superexpressdo, recomenda-se que seja considerada como positiva a expressdo nuclear
da proteina, sendo considerada a marcagdo citoplasmatica apenas quando a nuclear
também estiver presente na mesma célula (Lee et al., 2004; Yang et al., 2013; Dolka et
al., 2016; Kim et al., 2016). Entretanto, alguns estudos consideram como verdadeira a
marcacdo exclusivamente citoplasmatica da p53, justificando sua ocorréncia pelo
sequestro da proteina alterada para esse compartimento celular (Behrens et al., 2001;
Teixeira et al., 2011) o que pode contribuir para resultados controversos entre autores.

Horta et al. (2014) em avaliacdo da técnica cirargica em cadelas com tumor de
mama, verificaram novo tumor em glandula mamaria remanescente em 23,08%
(33/143) das cadelas avaliadas, estando este valor proximo ao verificado nesse estudo
(27,94%). Quanto ao TDTMR, este ndo apresentou correlacdo com a superexpressdo de
p53, possivelmente devido ao pequeno nimero de cadelas que desenvolveram tumor em
mama remanescente (19/100). Até o momento, ndo foram publicados estudos

relacionando TDTMR e superexpresséo de p53 em cadelas com tumores mamarios.

Concluséao
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Este estudo demonstrou que a superexpressao de p53 em neoplasias mamarias de
cadelas esta relacionada a pior sobrevida, embora ndo apresente relacdo com o intervalo
livre de doenca e tempo de surgimento de tumor em mama remanescente. Esta
superexpressdo ocorre com alta frequéncia e pode ser influenciada pelo tipo histolégico,
sendo mais observada nos carcinomas tubular e complexo. Demonstrou-se ainda que a
idade da cadela ao diagndstico também € importante fator prognostico, determinando
menor sobrevida em cadelas idosas. Dessa forma, sugere-se que a analise da p53 deve
ser considerada como um método complementar para adequada determinacdo do

prognostico e tratamento dos TMC.
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