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METÁSTASES DE CARCINOMAS MAMÁRIOS EM LINFONODOS DE CADELAS: 
VARIÁVEIS CLÍNICO-PATOLÓGICAS E ESTUDO IMUNOHISTOQUÍMICO 

 

RESUMO  

Os tumores mamários caninos (TMC) são o tipo de neoplasia mais comum em 

cadelas. A presença de metástase em linfonodos regionais é um importante fator 

prognóstico em cadelas portadoras de carcinomas mamários, porém, o significado 

clínico de células tumorais isoladas (CTI) ocultas em linfonodos ainda é indefinido. A 

eficácia da técnica de imunohistoquímica (IHQ) na identificação de CTI e 

micrometástases ocultas em comparação a técnica convencional de hematoxilina 

eosina foi avaliada, além da relação entre tamanho tumoral, tipo histológico, grau 

histológico e presença de metástase. A sobrevida de cadelas portadoras de 

carcinomas mamários com CTI ocultas também foi avaliada. Fragmentos de 

carcinoma mamário e linfonodos regionais de 59 cadelas foram avaliados. Lâminas 

histológicas das amostras foram avaliadas para diagnóstico dos tumores e pesquisa 

de depósitos tumorais e submetidas ao teste de IHQ com o uso do anticorpo pan-

citoqueratina AE1/AE3. Foram detectadas 35,2% de CTI ocultas e 2,8% de 

micrometástases ocultas pela técnica de IHQ. Houve correlação entre o tamanho do 

tumor e a presença de metástase para o linfonodo (p=0.77). As CTI foram mais 

frequentemente observadas na região medular (60,7%) e as metástases na região 

cortical (44,4%). Não houve diferença estatística para sobrevida global pela curva de 

Kaplan-Meier (Log Rank (p=0,466), Breslow (p=0,171) e Tarone-Ware (p=0,253) entre 

cadelas com CTI ocultas e cadelas com linfonodos livres. A IHQ é capaz de detectar 

células tumorais ocultas. Cadelas portadoras de carcinomas mamários com CTI em 

linfonodo não apresentam menor sobrevida.  

Palavras chave: Canino; Tumor mamário; Imunohistoquímica; Metástases; 

Sobrevida. 
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METASTASIS OF CARCINOMAS IN LYMPH NODES OF BITCHES: CLINICAL 

PATHOLOGICAL VARIABLES AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY 

 

          ABSTRACT  

Canine mammary tumors (CMT) are the most common type of neoplasia in bitches. 

The presence of metastasis in regional lymph node is an important prognostic fator in 

bitches with mammary carcinomas. However, the clinical significance of isolated tumor 

cells (ITC) is still undefined. The efficacy of the Immunohistochemistry (IHC) in the 

identification of CTI and occult micrometastases in comparison to the conventional 

Hematoxylin Eosin (HE) technique was evaluated, as well the relation between tumor 

size, histological type, histological grade and presence of metastasis. Survival of 

bitches with occult CTIs was also evaluated. Fragments of mammary carcinoma and 

regional lymph nodes of 59 bitches were evaluated. Histological sections of the 

samples were evaluated for tumor diagnosis and tumor deposits and submitted to the 

IHC test using the pan-cytokeratin antibody AE1 / AE3. 35.2% of occult CTIs and 2.8% 

of occult micrometastases were detected by the IHC technique. There was a 

correlation between the size of the tumor and the presence of metastasis to the lymph 

node (p = 0.77). CTI were more frequently observed in the medullary region (60.7%) 

and metastases in the cortical region (44.4%). There was no statistically significant 

difference for overall survival curve Kaplan-Meier (Log rank (p = 0.466), Breslow (p = 

0.171) and Tarone-Ware (p = 0.253) among bitches with occult CTIs and bitches with 

free lymph nodes. The IHC is able of detecting occult tumor cells. Bitchs with mammary 

carcinomas with ITC in the lymph node do not present lower survival. 

Key words: Canine; Breast tumor; Immunohistochemistry; Metastases; Survival. 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS  

 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

A expectativa de vida dos animais de companhia vem aumentando e, com isto, 

o câncer tem se tornado doença recorrente nestes animais (WITHROW, 2007; 

MATOS et al., 2012). Em cadelas os tumores mamários são os mais comumente 

diagnosticados (GOLDSCHMIDT et al., 2017) representando 52% de todas as 

neoplasias (ALLEN et al., 1986). Nota-se ainda que, nas cadelas, cerca de 50% dos 

tumores mamários são malignos (MACEWEN & WITHROW, 1996; SORENMO, 2003) 

e o carcinoma é o tipo histológico mais observado (MISDORP, 2002).  

Estes dados justificam o aumento no número de estudos sobre os tumores 

mamários em cães (TMC) nas últimas décadas, por veterinários oncologistas e 

patologistas (PEÑA et al., 2014).  

Os múltiplos fatores predisponentes dos TMC são: idade, genética, exposição 

hormonal, castração após o primeiro estro e obesidade (SORENMO et al., 2011) entre 

outros.  

Considerando a importância dos TMC na rotina clínica veterinária, um dos 

objetos de estudo em TMC tem sido a procura por fatores de prognóstico que auxiliem 

o clínico veterinário a conhecer a extensão da doença neoplásica e eleger a melhor 

terapia para cada paciente. Vários fatores têm sido propostos para determinação do 

prognóstico de cadelas com tumor na glândula mamária, entre eles graduação 

histológica (GUNDIM et al., 2016) e sistema TNM (OWEN, 1980).  

O estadio clínico de cadelas com tumor na glândula mamária utiliza o sistema 

TNM, proposto pela Organização Mundial de Saúde (OWEN, 1980) para mulheres e 

adaptado por SORENMO et al. (2013), que considera o tamanho do tumor (T), status 

do linfonodo regional (N) e presença de metástase distante (M) para classificar o 

paciente em estadios clínicos. Considerando estas variáveis, estudos demonstraram 

forte correlação entre tamanho tumoral, presença de metástase em linfonodos e 

sobrevida do animal (SORENMO et al., 2009; DE ARAÚJO et al., 2015; DONG et al., 



2 

 

 

 

2014). Além disto, em mulheres, o sistema TNM é ainda largamente utilizado como 

fator prognóstico, apesar de métodos mais modernos, como biomarcadores, estarem 

disponíveis (ORUCEVIC et al., 2015). 

Vários estudos têm sido feitos com o objetivo de se avaliar depósitos tumorais 

em linfonodos regionais utilizando técnicas alternativas, além da histopatologia com 

coloração pela hematoxilina e eosina (HE) (HANSEN et al., 2009; NOWIKIEWICZ, 

2015).  

A técnica de imunohistoquímica (IHQ) tem demonstrado ser uma boa 

ferramenta na detecção de células tumorais isoladas (CTI) e micrometástases ocultas 

em linfonodos previamente negativos na técnica rotineira de HE (MATOS et al., 2006). 

Sabe-se que a presença de metástase está associada a prognóstico clínico com 

impacto negativo na sobrevida de cadelas (SZCZUBIAL & LOPUSZYNSKI, 2011; DE 

ARAÚJO et al., 2015; GOLDSCHMIDT et al., 2017). Porém, na literatura veterinária 

não há estudos prognósticos sobre a significância clínica das CTI (PEÑA et al. 2014) 

e das micrometástases ocultas (MATOS et al., 2006) e na Medicina Humana ainda é 

divergente (AHMED et al., 2014). O Objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da 

técnica de IHQ na pesquisa de CTI e micrometástases ocultas em comparação a 

técnica convencional de HE, verificar a relação entre tamanho tumoral, tipo 

histológico, grau histológico e presença de células neoplásicas para o linfonodo e 

avaliar a sobrevida de cadelas portadoras de carcinomas mamários com CTI ocultas 

em linfonodo regional. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

2.1 GLÂNDULA MAMÁRIA CANINA: MORFOLOGIA E DRENAGEM LINFÁTICA 

 

Somente os mamíferos apresentam a característica de possuírem glândula 

mamária (SORENMO et al., 2011). Com poucas exceções, as cadelas nascem com 

cinco pares de glândulas, das quais, dois pares se localizam na região do tórax, dois 

pares são localizados na região do abdômen e um par se localiza na região inguinal 

(SILVER, 1966).  
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Histologicamente, a glândula mamária é formada por duas populações de 

células: epiteliais e mioepiteliais. As epiteliais são cuboides e formam a porção luminal 

compondo os ductos maiores, quando dispostas em dupla camada ou ductos menores 

quando dispostas em camada única.  As mioepiteliais são fusiformes e envolvem os 

ductos. Ambas as porções celulares são justapostas por uma membrana basal. Os 

alvéolos secretores são compostos por epitélio luminal cuboidal a colunar contendo 

gotículas de gordura intracelularmente e rodeados por células mioepiteliais em 

formato de estrelas. Já os alvéolos não secretores são morfologicamente similares 

aos pequenos ductos (SORENMO et al., 2011). 

A estrutura da glândula mamária canina é diferente conforme a fase do ciclo 

estral. No pró-estro em cadelas pré-puberes, há somente grandes ductos envoltos por 

denso estroma de tecido conjuntivo interlobular e em cadelas adultas, há presença de 

ductos interlobulares e alguns pequenos lóbulos envoltos por extensa quantidade de 

tecido conjuntivo intra e interlobular. No estro, ocorre proliferação de epitélio ductal 

intralobular e perda de tecido conjuntivo dos lóbulos. Quando a taxa de progesterona 

está elevada o diestro é precoce e há grande desenvolvimento dos ductos com a 

formação de lóbulos, porém, quando o diestro é tardio, há secreção pelos alvéolos da 

extremidade terminal dos ductos intralobulares. Quando o anestro é precoce, os 

alvéolos pouco secretores estão revestidos por células epiteliais sustentadas por 

membrana basal proeminente, entretanto, no anestro tardio, a regressão da glândula 

mamária é mais proeminente (REHM et al., 2007; SANTOS et al., 2010). 

Fisiologicamente, a drenagem linfática das glândulas mamárias nos cães 

ocorre por meio do linfonodo ipsilateral (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2008). 

As glândulas torácicas craniais são comumente drenadas pelo linfonodo axilar e as 

caudais são drenadas exclusivamente pelo linfonodo axilar; as glândulas abdominais 

craniais são drenadas comumente pelo linfonodo axilar e pelo linfonodo inguinal e as 

caudais são comumente drenadas pelo linfonodo inguinal; as glândulas inguinais são 

drenadas somente pelo linfonodo inguinal (PATSIKAS & DESSIRIS, 1996ª; 

PATSIKAS & DESSIRIS, 1996b). Quando o animal é portador de uma neoplasia na 

glândula mamária, a drenagem pode ser alterada (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et 

al., 2008). As torácicas craniais e caudais neoplásicas passam a ser drenadas 

adicionalmente pelo linfonodo esternal, a abdominal cranial é auxiliarmente drenada 

pelo linfonodo ilíaco medial, a abdominal caudal passa a ser adicionalmente drenada 
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pelo linfonodo axilar e a glândula mamária inguinal passa a ter como gânglios de 

drenagem complementares o linfonodo poplíteo e os demais linfonodos localizados 

na face medial do membro posterior (PATSIKAS et al., 2006).   

 

 

2.2  CLASSIFICAÇÃO HISTOLÓGICA DAS NEOPLASIAS MAMÁRIAS 

CANINAS  

 

A classificação histológica mais utilizada por patologistas veterinários para 

classificar os TMC foi publicada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) no ano 

de 1999 (MISDORP et al., 1999). Contudo, recentemente uma nova classificação 

proposta por GOLDSCHMIDT et al. (2017) tem sido adotada. 

As neoplasias podem se originar de células epiteliais e/ou mioepiteliais 

(denominadas carcinomas), ou ter origem em células mesenquimais (sarcomas) e 

ainda pode ocorrer dupla proliferação destes componentes, o carcinossarcoma 

(MISDORP, 2002; GOLDSCHMIDT et al., 2017).  

A comparação entre as classificações de MISDORP et al. (1999) e 

GOLDSCHMIDT et al. (2017) pode ser observada na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Classificação histológica dos tumores mamários malignos em cães, por 

MISDORP et al. (1999) e GOLDSCHMIDT et al. (2017).  

 
 

MISDORP et al. (1999) GOLDSCHMIDT et al. (2017) 

1. Carcinomas - neoplasias 
epiteliais malignas 

Não infiltrante (in situ)  in situ  

 
Complexo Tipo complexo 

 
Tubulopapilar Tubulopapilar 

   1.1 Carcinomas simples Cribiforme Cribiforme 

 
Sólido Cístico-papilar 

 Anaplásico Tubular 

  
Micropapilar invasivo 

  
Sólido 
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Comedocarcinoma 

  
Anaplásico 

   1.2. Outros carcinomas 
 

Carcinoma decorrente de adenoma 
complexo ou tumor misto 

  
Carcinoma e maligno mioepitelioma 

  
Carcinoma em tumor misto 

  
Ductal  

  
Papilar intraductal 

  
Carcinoma adenoescamoso  

 
Carcinoma de células 
fusiformes  

Carcinoma de células fusiformes  

  
     - Mioepitelioma maligno 

  
     - Carcinoma de células escamosas-
variante de células fusiformes  

   1.3 Carcinomas - tipos 
especiais 

 
     - Carcinoma - variante de células 
fusiformes  

 
Carcinoma de células 
escamosas 

Carcinoma de células escamosas  

 
Carcinoma mucinoso  Carcinoma mucinoso  

 
Carcinoma rico em 
lipídio  

Carcinoma rico em lipídio (secretório) 

  
Carcinoma inflamatório  

  
Condrossarcoma 

 
Fibrossarcoma Fibrossarcoma 

2. Sarcomas - neoplasias 
mesenquimais malignas   

 
Hemangiossarcoma  

 
Osteossarcoma  Osteossarcoma  

 
Outros sarcomas  Outros sarcomas  

3. Tumores mamários mistos 
malignos  

Carcinossarcoma  Carcinossarcoma  

4. Outro  Carcinoma ou sarcoma em tumor benigno  
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Os TMC podem ser classificados de acordo com a malignidade. Em ordem 

crescente de agressividade estão: carcinoma complexo, carcinoma simples e sarcoma 

(MISDORP & HART, 1976; ELSE & HANNANT, 1979; PARODI et al., 1983). Entre os 

carcinomas simples observa-se crescente malignidade do carcinoma in situ, 

carcinoma tubulopapilar, carcinoma sólido e carcinoma anaplásico (BOSTOCK, 

1975). Levando em consideração a classificação de GOLDSCHMIDT et al. (2017), o 

carcinoma tubulopapilar é mais agressivo que o carcinoma tubular (GOLDSCHMIDT 

et al., 2017). 

 

 

     2.3 GRADUAÇÃO HISTOLÓGICA 

 

ELSTON & ELLIS (1991) discorreram que a análise morfológica dos núcleos 

das células cancerígenas é fundamental para a graduação histológica da neoplasia 

mamária e associa-se intimamente com a agressividade do tumor.  

O sistema Nottingham, modificado por ELSTON & ELLIS (1991), para 

graduação de tumores pode ser incorporado na Medicina Veterinária (CASSALI et al., 

2014).  Neste sistema é possível classificar os carcinomas mamários em grau I, grau 

II ou grau III a partir de um escore obtido pela observação das seguintes 

características microscópicas: formação de túbulos (mais de 75%: 1 ponto, entre 10% 

e 75%: 2 pontos, 10% ou menos: 3 pontos), pleomorfismo nuclear (pequenos e 

regulares: 1 ponto, moderado aumento com variação: 2 pontos, marcado 

pleomorfismo com grande variação de forma e tamanho: 3 pontos) e número de 

mitoses por campo de grande aumento (0-8 mitoses: 1 ponto, 9-16 mitoses: 2 pontos 

e mais de 17 mitoses: 3 pontos). O tumor será classificado de acordo com a soma dos 

pontos. Tumor de em grau I com escore de 3 a 5 pontos, grau II de 6 a 7 pontos e 

grau III de 8 a 9 pontos. 

RASOTTO et al. (2012) realizaram um estudo retrospectivo com cadelas 

portadoras de carcinomas mamários e relataram que a maioria dos carcinomas 

complexos foram de grau I e II e poucos exibiram invasão linfovascular e metástases 

para linfonodos. Para os carcinomas tubulopapilares de grau II observaram 90% de 

invasão linfovascular e 78% de metástases para linfonodos e para os tumores de grau 

III observaram 83% de invasão linfovascular e 67% de metástases para linfonodos. O 

grau foi um poderoso fator prognóstico nos carcinomas sólidos, visto que em 100% 
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dos carcinomas sólidos de grau III foram observadas metástases para linfonodos. 

Estes autores também relataram que todos os diagnósticos de carcinomas 

anaplásicos foram grau III com metástases para linfonodos.  

 

 

2.4  TRANSIÇÃO EPITÉLIO – MESÊNQUIMA E VIAS DE METÁSTASE  

 

           Atualmente, a transição epitélio – mesênquima (TEM) tem sido estudada e 

discutida como responsável pelo mecanismo de metástases de células cancerígenas.  

O evento mais importante que ocorre na TEM é a perda da expressão de E-caderina 

pelas células (WELLS et al., 2008). Esta caderina é responsável pelas ligações 

intercelulares homotípicas (TAKEICHI, 1991). A perda de expressão desta molécula 

de adesão faz com que as células epiteliais adquiram fenótipo mesenquimal, se 

desprendam uma das outras, adquiram forma ameboide e mobilidade, capacidade de 

disseminação e invasão, levando-as a migrarem para outros tecidos do organismo 

(TSE & KALLURI, 2007). Sendo assim, os tumores com pouca ou nenhuma expressão 

de E-caderina geralmente são classificados com maiores graus, são mais infiltrantes 

e mais propensos a metástases por via linfática (BRUNETTI et al., 2003).  

Os TMC utilizam rotas diferentes de disseminação tumoral. Os carcinomas 

comumente se espalham através da via linfática. Já os sarcomas possuem predileção 

por capilares e veias, contudo, este mecanismo ainda não está totalmente elucidado. 

As células tumorais invadem os vasos linfáticos sem dificuldades, uma vez que estes 

não possuem uma membrana basal. Estas células podem ficar retidas no gânglio, bem 

como atravessarem ou mesmo se desviarem dos linfonodos e se instalarem em outros 

órgãos, formando metástases distantes (SORENMO et al., 2011, GOLDSCHMIDT et 

al., 2017).  
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2.5  LINFONODO 

 

O linfonodo é um órgão do sistema hemolinfático composto quase 

exclusivamente por linfócitos. Também são observadas população de células 

reticulares, macrófagos, células epiteliais cuboides e, por vezes, plasmócitos e 

linfoblastos. Possui formato semelhante a um grão de feijão, com duas faces: convexa 

e achatada. (ABRAHAMSOHN, 2008). 

É envolto por uma cápsula de tecido conjuntivo que emite trabéculas para o 

interior do órgão, responsáveis pelo suporte e sustentação, assim como fibras 

reticulares sintetizadas por células reticulares localizadas logo abaixo da cápsula, no 

seio subcapsular. Adjacente, observa-se a região cortical, composta por nódulos 

linfáticos mais evidentemente observados quando em resposta imunológica, 

denominados, portanto, centros germinativos. Imediatamente abaixo, observa-se a 

região paracortical. A porção medular é composta por aglomerados de linfócitos, os 

cordões medulares, envoltos por espaços menos densos, os seios 

medulares. (ABRAHAMSOHN, 2008). 

A drenagem da linfa ocorre através do vaso linfático aferente, cápsula, seio 

subcapsular, seios peritrabeculares, porção medular, seio medular e vaso eferente 

(ABRAHAMSOHN, 2008). 

 

 

    2.6 ESTADIO (TNM) HUMANO E CLASSIFICAÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS 

EM LINFONODO  

 

           A classificação do sistema TNM humano e o estadio são sumarizados na 

Tabela 2.  
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Tabela 2. Classificação TNM e estadio de tumores mamários humanos adaptado de 

GREENE et al. (2002). 

 

Ta Na Ma Estadio 0 Tis N0 M0 

Txb NX MX Estadio I T1 ou T1mic N0 M0 

T0c N0 M0 Estadio IIA T0 N1 M0 

Tisd N1 M1 
 

T1 ou T1mic N1 M0 

Tis (CDIS)d N2 
  

T2 N0 M0 

Tis (CLIS)d N2a 
 

Estadio IIB T2 N1 M0 

Tis (Paget)d N2b 
  

T3 N0 M0 

T1 N3 
 

Estadio IIIA T0 N2 M0 

T1mice N3a 
  

T1 ou T1mic N2 M0 

T1a N3b 
  

T2 N2 M0 

T1b N3c 
  

T3 N1 M0 

T1c pNX 
  

T3 N2 M0 

T2 pN0 
 

Estadio IIIB T4 N0 M0 

T3 pN0(i+)f 
  

T4 N1 M0 

T4 pNmicg 
  

T4 N2 M0 

T4a pN1 
 

Estadio IIIC Qualquer T N3 M0 

T4b 

pT 

pN2 

pN3 

 
Estadio IV  Qualquer T Qualquer N M1 

aT= Tamanho tumoral, N= Linfonodos regionais, M= Metástase à distância. 
bX=Não pode ser avaliado. 
c0=Não há evidência. 
dTis= Carcinoma in situ, Tis (CDIS)= Carcinoma ductal in situ, Tis (CLIS)=Carcinoma lobular in situ, Tis (Paget)=Doença de Paget do mamilo 
sem tumor na mama.  
eT1mic= Microinvasão de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensão 
fpN0(i+)= Células tumorais isoladas. 
gpNmic=Micrometástase. 
 

Os depósitos tumorais são classificados em CTI quando as células neoplásicas 

formam aglomerados menores que 0,2 mm, estão dispostas individualmente ou 

formam aglomerados com menos de 200 células em único corte histológico, detectas 
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por HE ou IHQ. Não são consideradas verdadeiras metástases. São consideradas 

micrometástases (MIC) aglomerados de células tumorais entre 0,2 e 2,0 mm e/ou mais 

de 200 células. Já as MAC são aglomerados de células tumorais maiores que 2,0 mm 

(GREENE et al., 2002; EDGE et al., 2009).  

O AJCC Cancer Staging Handbook, que determina os parâmetros para o 

estadio do paciente oncológico (AMERICAN JOINT COMMITEE ON CANCER, 2016), 

recomenda bom censo do patologista na avaliação de linfonodos em situações 

duvidosas, como na presença de vários aglomerados celulares em um mesmo 

linfonodo que podem gerar dúvida se são aglomerados de CTI ou uma MIC difusa, 

por exemplo. O AJCC descreve que um único aglomerado são células que se tocam 

(confluentes ou contíguas), porém em alguns casos, recomendam que os patologistas 

“usem um julgamento” (RABBAN, 2010).   

 

 

     2.7 ESTADIO CLÍNICO EM CADELAS 

 

O TNM é importante para auxiliar o clínico veterinário a conhecer a extensão 

da lesão (CASSALI et al., 2014), determinar o prognóstico e instituir tratamento 

adequado (SORENMO et al., 2011). 

O estadio clínico de cadelas com tumor na glândula mamária utiliza o sistema 

TNM, proposto pela Organização Mundial de Saúde (OWEN, 1980) para mulheres e 

adaptado por SORENMO et al. (2013). Neste sistema a avaliação do animal é 

baseada nas variáveis tamanho do tumor primário (T), extensão da metástase para 

linfonodo regional (N) e presença ou não de metástase a distância (OWEN, 1980).  

SORENMO et al. (2011) propuseram TNM modificado que considera o tamanho 

(T) nas categorias T1 (<3 cm), T2 (3-5 cm) ou T3 (>5 cm) baseado no diâmetro do 

maior tumor.  

Quanto à presença de metástase (N) as categorias são N0 (sem metástase) ou 

N1 (com metástase) (SORENMO et al., 2013). A categoria N1 independe da 

localização do linfonodo com metástase (ipsilateral ou contralateral), diâmetro da 

metástase ou exame realizado para o diagnóstico de CTI ou micrometástases ocultas, 

como a IHQ.  
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Com relação às metástases à distância, considera-se categoria M0 (sem 

metástases distantes) ou M1 (com metástases distantes) (SORENMO et al., 2013), 

avaliada através de exames radiográficos do tórax e/ou ultrassom abdominal (MATOS 

et al., 2006). 

A partir das variáveis TNM, é feito o estadio do paciente (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Estadio (TNM) modificado por SORENMO et al. (2011) para tumores 

mamários caninos.  

 
  

TNM 
 

Estadio (T)a (N)b (M)c 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 N0 M0 

IV Qualquer T N1 M0 

V Qualquer T Qualquer N M1 

                                                   aT= Tamanho tumoral. 
                                                   bN= Linfonodos regionais. 
                                                   cM= Metástase à distância. 
 

 PEÑA et al. (2012) observaram associação entre tamanho do tumor, tipo 

histológico, grau histológico, estadio clínico e sobrevida para cadelas com carcinomas 

mamários. O tamanho do tumor foi associado ao grau (os tumores foram maiores em 

neoplasias de grau III em comparação aos de grau I). O tipo histológico foi 

significativamente associado ao grau (os comedocarcinomas foram de grau III e a 

maioria dos tumores menos agressivos foram de grau I). O grau histológico foi 

associado ao estadio clínico (todos os animais com neoplasias de grau I com exceção 

de um, foram estadiados em estadio I e II) e significativamente associado a recidivas 

e/ou metástases (a maioria dos tumores foram de grau III). A sobrevida global (SG) 

foi associada ao grau (as cadelas portadoras de tumor grau III tiveram menor 

sobrevida) e ao estadio (cadelas estadiadas no estadio IV tiveram menor sobrevida). 

A sobrevida livre de doença (SLD) foi associada ao grau (as cadelas portadoras de 

tumor grau III tiveram menor sobrevida) e ao estadio (cadelas estadiadas no estadio 

IV tiveram menor sobrevida). 
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           GUNDIM et al. (2016) realizaram estadio clínico de cadelas portadoras de 

tumores mamários, associando com tipo histológico e grau. Cadelas portadoras de 

carcinomas simples foram mais frequentemente classificadas em estadio I e pouco 

classificados em estadio V. Foi possível observar também que animais com estadios 

I, II ou III apresentaram mais frequentemente tumores de grau I, em comparação ao 

estadio IV e V.  

 

 

  2.8 ABORDAGEM CIRÚRGICA PARA EXÉRESE DE LINFONODOS  

 

           Atualmente, a biópsia do linfonodo sentinela (LS) é a técnica padrão para o 

estadio de mulheres com câncer de mama (ZENG et al., 2015) e foi incorporada na 

oncologia humana como alternativa à completa retirada do linfonodo axilar (PÉREZ-

CALLEJO et al., 2015), uma vez que eram observadas complicações decorrentes da 

dissecação do linfonodo axilar (não-sentinela), tais como hematomas, linfedema 

crônico, seroma e infecções (GIULIANO et al., 2000).  

           Há divergências entre os pesquisadores sobre a abordagem terapêutica de 

pacientes com câncer em estágios iniciais. Recomenda-se a dissecação axilar em 

pacientes com diagnóstico definitivo de MIC para LS (PÉREZ-CALLEJO et al., 2015). 

Entretanto, SHIMAZU & NOGUCHI (2016) discorrem que a biópsia axilar pode ser 

evitada em mulheres com LS positivos, exceto em diagnóstico de MAC.  

Similarmente, há um impasse quanto a abordagem em pacientes com CTI 

presentes no linfonodo, comprometendo a decisão da realização ou não da biópsia do 

linfonodo axilar (AHMED et al., 2014). Alguns autores recomendam evitar a 

dissecação axilar na presença de CTI e/ou MIC em LS (GUENTHER et al., 2003; 

YEGIYANTS et al., 2010; AHMED et al., 2014).  

A exérese de linfonodos em cadelas com tumor na glândula mamária segue 

padrões diferentes da abordagem realizada em mulheres. Durante a técnica de 

mastectomia, o linfonodo inguinal é usualmente retirado em bloco com a glândula 

mamária inguinal afetada (SORENMO et al., 2013; MACPHAIL, 2015) ou mesmo 

retirado em conjunto com toda a cadeia mamária ipsilateral. Já o linfonodo axilar é 

retirado somente quando este apresenta alterações macroscópicas como aumento de 
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volume, mudança na consistência (SORENMO et al., 2013) ou alteração de cor, pois 

se localizam em região de difícil acesso cirúrgico nos animais.  

 

 

   2.9 TÉCNICAS DE AVALIAÇÃO DE LINFONODOS PARA A DETECÇÃO DE 

DEPÓSITOS TUMORAIS  

 

Ao longo das décadas várias técnicas têm sido propostas para a detecção de 

depósitos tumorais em linfonodos, principalmente no caso de neoplasias mamárias.  

A coloração de HE é frequentemente utilizada para avaliação e pesquisa de 

linfonodos (HANSEN et al., 2009; NOWIKIEWICZ, 2015). 

Vários estudos têm sido feitos com o objetivo de avaliar depósitos tumorais em 

linfonodos regionais utilizando técnicas alternativas. A técnica de IHQ tem 

demonstrado ser uma boa ferramenta na detecção de CTI e micrometástases ocultas 

de carcinomas em linfonodos previamente negativos na técnica rotineira de HE 

(MATOS et al., 2006). 

Recentemente foi proposto o Método de amplificação de ácidos nucléicos de 

uma etapa (OSNA), que é um procedimento molecular que utiliza o marcador CK 19 

mRNA (TSUJIMOTO et al., 2007; TAMAKI et al., 2009) para detecção de células 

tumorais no linfonodo (PÉREZ-CALLEJO et al., 2015), uma vez que a citoqueratina 

19 (CK 19) é uma proteína do citoesqueleto altamente expressada no câncer de mama 

(ABD EL-REHIM et al., 2004; SHAO et al., 2012). Pode ser realizado no 

transoperatório por analisar um linfonodo inteiro em 30 a 40 minutos (TSUJIMOTO et 

al., 2007; TAMAKI et al., 2009). WANG et al. (2012) avaliaram a acurácia do OSNA 

em relação ao exame patológico convencional e encontraram 89,1% de acurácia. Para 

análise de sobrevida, SHIMAZU & NOGUCHI (2016) defendem que o OSNA pode 

responder as dúvidas quanto ao impacto de mínima metástase para o LS, se usado 

em uma grande amostra e por um período maior de acompanhamento.  

Uma outra técnica, recentemente relatada, é a técnica molecular de separação 

imunomagnética. Esta demonstrou ser mais economicamente viável e mais rápida em 

execução, além de maior sensibilidade (86,4%) e acurácia (93,5%) em comparação 

com as técnicas de HE e IHQ (ZHI et al., 2015). 
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ZHANG et al. (2015) utilizaram ultrassom na investigação de metástases em 

linfonodos axilares de mulheres com câncer de mama. A sensibilidade do exame foi 

de 69,4% e a acurácia foi de 77%. Mais de 30% dos resultados foram falso-negativos 

e os autores concluíram ser necessário ter cautela ao optarem pelo exame de 

ultrassom em detrimento a outros exames convencionais.  

Para a avaliação de metástases nodais advindas de diferentes carcinomas em 

cães, HÖINGHAUS et al. (2007) realizaram imunocitoquímica em imprint de 

linfonodos e concluíram que a técnica de imunocitoquímica foi mais sensível que a 

técnica citológica convencional, sendo mais eficaz na detecção de micrometástases.  

BESERRA et al. (2016) utilizou a técnica do LS que consistiu na aplicação do 

corante Azul Patente V na região peritumoral intradérmica superficial para 

visualização e localização do linfonodo sentinela em cadelas com carcinomas 

mamários concluindo que a técnica oferece alta sensibilidade.  

 

 

  2.10 CITOQUERATINAS E PESQUISA DE CTI E MICROMETÁSTASES OCULTAS  

 

Em Medicina Humana, a técnica de IHQ tem transformado drasticamente a 

forma de identificação e classificação de tumores nas últimas décadas (EYZAGUIRRE 

& HAQUE, 2008) contribuindo para o direcionamento prognóstico e terapêutico 

(PAYNE et al., 2008; PUGLIESE et al., 2010).   

Desde o início do século XXI vários pesquisadores têm buscado biomarcadores 

fidedignos no uso da IHQ para o diagnóstico e/ou prognóstico de tumores mamários 

em cadelas (PEÑA et al., 2014).  

As citoqueratinas (CK) são proteínas presentes no epitélio da glândula mamária 

normal de caninos, felinos e humanos. A camada de células luminais/epiteliais 

expressa CK de baixo peso molecular incluindo CK7, CK8, CK18 e CK19. A camada 

de células basais/mioepiteliais expressa CK de alto peso molecular incluindo CK5, 

CK6, CK14 e CK17 (SORENMO et al., 2011; GOLDSCHMIDT et al., 2017). Esta 

propriedade de expressão celular se mantém durante a transformação e o 

desenvolvimento do tumor, portanto, estes marcadores são utilizados para tumores 

mamários de humanos e caninos.  
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Para um exame mais sensível e específico pode-se dispor de um “coquetel” 

constituído por anticorpos anti 20 ou mais queratinas denominado pan-citoqueratina 

(RAMOS‐VARA & BORST, 2017). Estes anticorpos são capazes de diferenciar de 

forma consistente, células tumorais presentes no linfonodo, possibilitando a detecção 

de CTI e micrometástases ocultas em linfonodos regionais previamente negativos no 

exame histopatológico em HE, com o uso do coquetel AE1/AE3 (MATOS et al., 2006; 

SORENMO et al., 2011; MATOS et.al., 2012). Diversos autores optaram pelo uso do 

anticorpo anti-pan-citoqueratina AE1/AE3 na avaliação de linfonodos (MATOS et al., 

2006; SZCZUBIAl & LOPUSZYNSKI, 2011; AHMED et al., 2014; COELHO et al., 2014; 

DE ARAÚJO et al., 2015). 

Deve-se ter cautela na interpretação da imunomarcação, com o objetivo de 

diferenciar as células tumorais com outros tipos celulares que porventura possam 

estar igualmente marcados em castanho, como as células reticulares ceratina-

positivas, partículas ceratina-positivas isoladas, além de histiócitos de aspecto 

granular (DOKI et al., 2002; DOMAGALA et al., 1992). 

  

 

   2.11 PROGNÓSTICO DE CTI E MIC EM MULHERES COM CÂNCER DE MAMA  

 

O status do linfonodo é considerado o fator prognóstico mais importante em 

mulheres com câncer de mama (PÉREZ-CALLEJO et al., 2015), consequentemente, 

possui relevantes implicações para o tratamento (ZENG et al., 2015).  

Com o avanço da técnica do LS que consiste na minuciosa avaliação dos 

linfonodos e emprego da IHQ, aglomerados de células tumorais menores que 2,0 mm 

passaram a ser mais comumente detectados (DE BOER et al., 2010), possibilitando a 

observação de CTI e micrometástases ocultas. 

Atualmente, há vários questionamentos acerca do significado clínico das CTI e 

das MIC (CSERNI et al., 2003; DE BOER et al., 2010; AHMED et a., 2014; 

NOWIKIEWICZ et al., 2015). Em diversos estudos, não foram relatados tempos de 

SG e/ou SLD menores em mulheres com linfonodo micrometastático e/ou na presença 

de CTI (MILLIS et al., 2002; HANSEN et al., 2009; GOBARDHAN et al., 2011; 

MAASKANT – BRAAT et al., 2011). AHMED et al. (2014) não observaram menores 

tempos de SG e SLD em pacientes com CTI e MIC para LS mas defendem a 
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segregação entre as duas classificações pois sugerem propensão a pior sobrevida na 

presença de MIC para o linfonodo.  

CUMMINGS et al. (2002) relataram diminuição na SLD em pacientes com 

aglomerados tumorais maiores que 0,5 mm advindos de carcinomas ductais invasivos. 

REED et al. (2004), relataram menores tempos de SG em pacientes jovens com 

aglomerados tumorais de até 0,2 mm.  

De acordo com o National Cancer Data Base, a SG diminuiu até 6% em 10 

anos para pacientes com MIC, em comparação com pacientes linfonodo-negativo 

(CHEN et al. 2007). DE BOER et al. (2009) relataram diminuição em 5 anos na SLD 

em mulheres com MIC e CTI que não receberam tratamento adjuvante. PARK et al. 

(2009) relataram que MIC para linfonodos axilares apresentaram tendência a menor 

SLD, SLDD, além de significativa redução da sobrevida específica para o câncer de 

mama, não observando o mesmo para CTI.  

DE BOER et al. (2010) realizaram revisão de artigos para avaliar a relevância 

prognóstica de CTI e MIC. Nos estudos de coorte, que englobaram estudos anteriores 

a recente classificação de CTI pelo AJCC, observou-se menores tempos de SG em 

pacientes com aglomerados tumorais de 2,0 mm ou menos baseado em estudos de 

avalição de linfonodos axilares em único corte histológico corado em HE.  

ANDERSSON et al. (2010) relataram menor tempo de SG e SLD em mulheres 

com linfonodos micrometastáticos quando comparadas a mulheres sem linfonodos 

afetados e pacientes com CTI. WEAVER et al. (2011) não observaram diferença 

significativa nas estimativas de SG para 5 anos em pacientes com metástases (94,6%) 

e sem metástases (95,8%) para o linfonodo e não recomendam avaliação adicional 

de LS previamente negativos, apesar da diminuição da SG, SLD e SLDD em pacientes 

com micrometástases ocultas.  

SHIMAZU & NOGUCHI (2016) e DE BOER et al. (2010) discorreram não ser 

possível determinar o prognóstico baseado em estudos de pesquisa de 

micrometástases ocultas com o uso de secções seriadas de linfonodos e/ou IHQ, visto 

que não há padronização de uma técnica para avaliação de linfonodos de pacientes 

com câncer de mama, além de curto tempo de acompanhamento e avaliação de 

poucos indivíduos. 
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 2.12 PROGNÓSTICO DO STATUS NODAL EM CADELAS PORTADORAS DE 

TUMOR MAMÁRIO 

 

  O status do linfonodo possui fundamental papel no prognóstico de diversas 

neoplasias malignas em cães (SORENMO et al., 2011; SZCZUBIAL & 

LOPUSZYNSKI, 2011; STROMBERG & MEUTEN, 2017).  

KURZMAN & GILBERTSON (1986) realizaram um grande estudo retrospectivo, 

selecionando cadelas com diagnóstico de carcinoma mamário que já haviam passado 

por cirurgia prévia com retirada dos linfonodos e usaram a recorrência do tumor como 

ponto final para o acompanhamento. Estes autores concluíram que cadelas com 

metástases para o linfonodo tiveram menor SLD. 

YAMAGAMI et al. (1996), relataram que a taxa de sobrevida no período de dois 

anos pós-cirurgia foi substancialmente menor em cadelas com linfonodos afetados. 

DE LAS MULAS et al. (2005) verificaram que o status do linfonodo com metástase 

influenciou o menor tempo de SLD em análise univariada, contudo, não foi observado 

influência em análise multivariada.  

SZCZUBIAL & LOPUSZYNSKI (2011) relataram menores tempos de SG e SLD 

em cadelas com MAC. SANTOS et al. (2013) observaram significativa diminuição nos 

tempos de SG e SLD em cadelas com linfonodos regionais metastáticos, sem 

especificar qual tipo de metástase.  DE ARAÚJO et al. (2015) associaram linfonodos 

com MAC com menor tempo de sobrevida. GOLDSCHMIDT et al. (2017) descreveram 

associação entre menor tempo de SG com ambos critérios, invasão linfovascular e 

metástase para o linfonodo.  

SZCZUBIAL & LOPUSZYNSKI, (2011) não encontraram diferença estatística 

na sobrevida de cadelas com MIC para o linfonodo regional. DE ARAÚJO et al. (2015) 

observaram que linfonodos com CTI significaram menor tempo de sobrevida, contudo 

não observaram para cadelas com linfonodos micrometastáticos.  

Estudos prospectivos que utilizem maior número de animais e padronização de 

técnicas são necessários para estabelecer prognósticos mais confiáveis na análise do 

status do linfonodo. 
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Resumo 

Os tumores mamários caninos (TMC) são o tipo de neoplasia mais comum em cadelas. Assim 

como em humanos, a presença de metástase em linfonodos regionais é um importante fator 

prognóstico em cadelas portadoras de carcinomas mamários, porém, o significado clínico de 

células tumorais isoladas (CTI) ocultas em linfonodos ainda é indefinido nesta espécie. A 

eficácia da técnica de imunohistoquímica (IHQ) na identificação de CTI e micrometástases 

ocultas em comparação a técnica convencional de hematoxilina eosina foi avaliada, além da 

relação entre tamanho tumoral, tipo histológico, grau histológico e presença de metástase. A 

sobrevida de cadelas portadoras de carcinomas mamários com CTI ocultas em linfonodo 

regional também foi avaliada. Fragmentos de carcinoma mamário e linfonodos regionais de 59 

cadelas foram avaliados. Lâminas histológicas das amostras de carcinoma mamário e 

linfonodos foram avaliadas para diagnóstico dos tumores e pesquisa de depósitos tumorais e 

submetidas ao teste de IHQ com o uso do anticorpo pan-citoqueratina AE1/AE3. Foram 

detectadas 35,2% de CTI ocultas e 2,8% de micrometástases ocultas pela técnica de IHQ. 
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Houve correlação entre o tamanho do tumor e a presença de metástase para o linfonodo 

(p=0.77). As CTI foram mais frequentemente observadas na região medular (60,7%) e as 

metástases na região cortical (44,4%). Não houve diferença estatística para sobrevida global 

pela curva de Kaplan-Meier (Log Rank (p=0,466), Breslow (p=0,171) e Tarone-Ware 

(p=0,253) entre cadelas com CTI ocultas e cadelas com linfonodos livres.  A IHQ é capaz de 

detectar células tumorais ocultas em linfonodos previamente negativos pelo exame 

histopatológico. Cadelas portadoras de carcinomas mamários com CTI em linfonodo não 

apresentam menor sobrevida.  

 

Palavras-chave: canino; tumor mamário; imunohistoquímica; metástases; sobrevida 

 

Introdução 

As neoplasias mamárias são frequentemente diagnosticadas em cadelas (Goldschmidt et al., 

2017). A frequência dos tumores malignos é alta (aproximadamente 50%) (CARVALHO et al. 

2016) e, no Brasil, cerca de 90% dos tumores mamários são malignos (Gamba et al., 2017). 

Estas características tumorais por si só justificam estudos prognósticos.  

    Vários fatores têm sido utilizados na determinação do prognóstico de cadelas com tumores 

mamários, entre eles tamanho tumoral (Sorenmo et al., 2009), tipo histológico (De Araújo et 

al., 2015), graduação histológica (Gundim et al., 2016) e sistema TNM (Owen, 1980) que 

considera a presença de células tumorais em linfonodos regionais um dos parâmetros para o 

estadio clínico de cadelas portadoras de tumores mamários caninos (TMC).  

    The American Joint Committee on Cancer (AJCC) categoriza a presença de células tumorais 

em linfonodos de mulheres com câncer de mama em: células tumorais isoladas (CTI) quando 

há aglomerados de células neoplásicas menores que 0,2 mm; micrometástases (MIC) 

aglomerados entre 0,2 e 2,0 mm e macrometástases (MAC) aglomerados maiores que 2,0 mm 
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(Greene et al., 2002). Entretanto, o significado clínico das CTI e das micrometástases ocultas é 

divergente na Medicina Humana (Ahmed et al., 2014). 

   Em cadelas, a presença de metástase em linfonodo tem impacto negativo na sobrevida 

(Szczubial and Lopuszynski, 2011; De Araújo et al., 2015; Goldschmidt et al., 2017), mas o 

significado clínico de CTI ocultas no linfonodo ainda é desconhecida na literatura veterinária 

(Matos et al., 2006).  

   Rotineiramente a avaliação de metástases em linfonodos é realizada por meio de 

histopatologia convencional, porém com baixa sensibilidade em identificar CTI e 

micrometástases. Assim, a Imunohistoquímica (IHQ) tem demonstrado ser uma técnica de alta 

sensibilidade na detecção de CTI e micrometástases ocultas em linfonodos previamente 

negativos na avaliação em lâminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) (Matos et al., 2006; 

Beserra et al., 2016).  

   No presente estudo, nós examinamos a eficácia da técnica de IHQ na identificação de CTI e 

micrometástases ocultas em comparação a técnica convencional de HE e nós avaliamos a 

sobrevida de cadelas portadoras de carcinomas mamários com CTI ocultas em linfonodo 

regional. Nos também avaliamos a relação entre tamanho tumoral, tipo histológico, grau 

histológico e presença de metástase, além de descrever a localização microanatômica das 

células neoplásicas em linfonodos. 
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Materiais e Métodos 

Animais 

Foram selecionadas 59 cadelas, de variadas raças e idades, castradas ou não, que foram 

encaminhadas voluntariamente para atendimento clínico-cirúrgico no Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU), no período de abril a julho de 2016.  

   As cadelas foram avaliadas clinicamente e todas possuíam exame radiográfico de tórax para 

pesquisa de metástase pulmonar. Foram excluídas do estudo cadelas com histórico de uso de 

tratamento adjuvante. Após avaliação clínica e conforme recomendação médico veterinária, as 

cadelas foram submetidas a tratamento cirúrgico pelas técnicas de mastectomia unilateral ou 

bilateral total, com retirada dos linfonodos regionais.  

   Para avaliação dos linfonodos utilizou-se como critérios de inclusão de cadelas no estudo: ser 

portadoras de carcinomas mamários que tivessem seus respectivos linfonodos drenantes 

excisados durante o procedimento cirúrgico, de acordo com Macphail (2015). Quando a cadela 

possuía somente um nódulo neoplásico maligno este deveria estar acompanhado do linfonodo 

drenante.  Quando a cadela possuía mais de um nódulo neoplásico maligno, com tipos 

histológicos diferentes, considerou-se o tipo histológico mais agressivo, de acordo com 

Misdorp et al. (1999) e o nódulo deveria estar acompanhado do linfonodo drenante.  

   Utilizou-se o sistema TNM modificado por Sorenmo et al. (2013) para o estadio clínico das 

cadelas. Após a IHQ, quando necessário, as cadelas foram reestadiadas.  
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Amostras de tumor  

Imediatamente após a excisão cirúrgica, a cadeia mamária foi enviada ao Laboratório de 

Patologia da UFU e submetida à palpação para identificação de nódulos palpáveis, que foram 

mensurados com auxílio de paquímetro (Zaas®) e classificados de acordo com o tamanho em 

T1 (< 3 cm), T2 (de 3 a 5 cm) e T3 (> 5 cm). Em seguida foram coletadas amostras de todas as 

mamas (afetadas ou não por nódulos ou massas palpáveis) e linfonodos. Cada amostra foi 

identificada com a denominação anatômica (mamas torácicas - M1 e M2, abdominais - M3 e 

M4 e inguinais - M5) e armazenada separadamente em frasco com solução de formol 10% 

tamponado. 

    O processamento das amostras para confecção das lâminas foi realizado segundo Tolosa et 

al. (2003) e secções histológicas de 4μm foram coradas pela técnica de HE. O diagnóstico foi 

realizado em estudo duplo cego por dois patologistas segundo Misdorp et al. (1999). O grau 

histológico foi atribuído de acordo com o sistema Nottingham modificado por Elston and Ellis 

(1991). 

 

Imunohistoquímica 

Foram avaliados em média três (mínimo de um e máximo de 12) cortes por linfonodo, sendo o 

número de cortes de linfonodo dependente do tamanho do mesmo. No caso de linfonodos 

pequenos, estes foram avaliados em único corte longitudinal no sentido do maior diâmetro, 

suficiente para capturar a maior área de superfície (Stromberg and Meuten, 2017).  

   Fragmentos de linfonodo incluídos em parafina foram seccionados e cortes de 4µm utilizados 

para pesquisa de células tumorais em linfonodos pela técnica de IHQ, utilizando o método de 

Hsu et al. (1981) modificado. As lâminas foram desparafinizadas e a recuperação antigênica 

foi realizada em panela de pressão, utilizando tampão citrato (pH 6,0). A seguir realizou-se 

bloqueio da peroxidase endógena e incubação com anticorpo primário monoclonal anti-pan-
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citoqueratina AE1/AE3 (Dako®, M1535) conforme Matos et al. (2006), produzido em 

camundongo, diluído 1:400 em soroalbumina bovina (BSA 1%). As lâminas foram incubadas 

em câmara escura, overnight, a 4ºC. Como sistema de revelação utilizou-se anticorpo 

secundário biotinilado e streptavidina peroxidase (kit LSAB - Dako®). As lâminas foram 

cuidadosamente lavadas com solução de TRIS HCl entre cada etapa. A reação foi revelada com 

cromógeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB - Dako®) e as lâminas contra coradas com 

hematoxilina, desidratadas e montadas.  

    Utilizou-se como controle positivo glândula mamária normal e linfonodos com 

macrometástase. Como controle negativo, substitui-se o anticorpo primário pelo diluente do 

anticorpo (BSA 1%). Considerou-se imunomarcação para citoqueratina padrão de coloração 

intracitoplasmática (Ramos-Vara and Borst, 2017). Na presença de mais de um foco, foi 

considerado para a classificação das células tumorais o foco que possuía maior diâmetro em 

milímetros.  

   As lâminas foram avaliadas em estudo duplo cego. As imagens foram capturadas com câmera 

Moticam 580 acoplada a microscópio Eclipse Ci-L (Nikon®) e os aglomerados tumorais 

mensurados em milímetros (mm) através do Software Motic Images Plus 2.0 (Motic®).  

 

Análise Estatística  

Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), 

valor preditivo negativo (VPN) e acurácia por meio de tabela de contingência 2x2, onde o teste 

de referência (padrão-ouro) foi a IHQ e o teste investigado para comparação foi o HE.  

    Teste de coeficiente de correlação de postos de Spearman através do Software Statistics Base 

para Windows V.20 (IBM® SPSS®) foi empregado para verificar a associação do tamanho do 

tumor com presença de metástase. Quando valor de p era de 0,01 a 0,19 a correlação foi 
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considerada muito baixa, entre 0,20 a 0,39 foi considerada baixa, entre 0,40 a 0,59 moderada, 

entre 0,60 a 0,79 boa correlação e entre 0,80 a 1,00 muito boa (Callegari-Jacques, 2003).  

 

Sobrevida 

Após a cirurgia de excisão dos tumores, foi feito o acompanhamento de 16 animais com CTI 

ocultas para o linfonodo com período médio de 18,5 meses  (mínimo, 6 meses; máximo, 32 

months). A sobrevida global (SG) foi definida como o periodo entre a cirurgia e a morte natural 

pelo tumor ou eutanásia em estágios avançados da doença. Nenhum dos animais recebeu 

qualquer quimioterapia adjuvante ou outro tratamento antitumoral após a cirurgia. Os animais 

que estavam vivos foram censurados. 

  As cadelas foram agrupadas em: animais com CTI ocultas e animais com linfonodos livres. 

O Método de Kaplan-Meier foi utilizado no cálculo da curva de sobrevida, por meio do 

Software Statistics Base para Windows, V.20 (IBM® SPSS®). As curvas foram comparadas 

usando os testes de Log Rank (Mantel-Cox), Breslow (Generalized Wilcoxon) e Tarone-

Ware. O nível de significância mínima foi estabelecido em p<0,05. 

    

Resultados 

A idade média das cadelas foi de 10,3 anos (4 a 17 anos). As cadelas mestiças representaram 

50,8% (30/59) dos casos, as cadelas com raça definida 47,4% (28/59) e um caso não foi 

informado.  

   Das 59 cadelas, 55,9% (33/59) tinham um nódulo, 27,1% (16/59) tinham dois nódulos, 11,8% 

(7/59) tinham três nódulos, 3,3% (4/59) tinham quatro nódulos e apenas uma (1,6%) tinham 

sete nódulos, totalizando 101 amostras de tumor de mama. Destas, selecionou-se 62 amostras 

que atenderam aos critérios de inclusão. Cinquenta e seis cadelas haviam sido submetidas a 
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mastectomia unilateral total, e destas utilizou-se um nódulo mamário tumoral com o seu 

respectivo linfonodo drenante. Três cadelas passaram por mastectomia bilateral total sendo 

coletadas duas amostras de cada cadela e respectivos linfonodos drenantes, uma de cada 

antímero de acordo com os critérios anteriormente descritos.  

    As mamas inguinais (M5) foram mais acometidas correspondendo a 37,1% (23/62) dos 

casos, seguidas das abdominais caudais (M4) em 35,4% (22/62) (Tabela 1).     Diagnosticou-se 

neste estudo 53,2% de carcinomas complexos (33/62) e 46,7% (29/62) de carcinomas simples 

(Tabela 1).  

Tabela 1 

Localização na cadeia mamária, classificação e grau histológico de 62 carcinomas 

mamários de cadelas 

 

   Um linfonodo axilar ipsilateral foi removido de 10,1% (6/59) das cadelas, um linfonodo 

inguinal ipsilateral foi removido de 64,4% (38/59) e múltiplos linfonodos inguinais ipsilaterais 

foram removidos de 25,4% (15/59) das cadelas.  

  

 

Número de 

casos 
Direita (%) 

Esquerda 

(%) 
Si* 

 
Torácica cranial 2 0 (0,0)** 1 (50,0) 1 (50,0)  
Torácica caudal 4 1 (25,0) 2 (50,0) 1 (25,0) 

Gândula mamária  Abdominal cranial  11 2 (18,1) 7 (63,6) 2 (18,1)  
Abdominal caudal  22 8 (36,3) 12 (54,5) 2 (9,0)  
Inguinal  23 11 (47,8) 9 (39,1) 3 (13,0) 

Grau 
 

 I (n=32) II (n=28) III (n=2) 
 

Carcinoma complexo  33 19 (57,5) 13 (39,3) 1 (3,0) 
Diagnóstico 

histológico  
Carcinoma tubulopapilar  22 11 (50,0) 11 (50,0) 0 (0,0) 

  Carcinoma sólido  7 2 (28,5) 4 (57,1) 1 (14,2) 

*Sem informação.       
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    Coletou-se 78 linfonodos regionais das 62 amostras de carcinomas mamários e na avaliação 

histopatológica 91,0% (71/78) dos linfonodos estavam livres de células tumorais, em 2,5% 

(2/78) foram observadas CTI e em 6,4% (5/78) metástases (macro e micrometástases).  

   Na avaliação imunohistoquímica, 56,4% (44/78) dos linfonodos foram diagnosticados como 

livres de células tumorais, 34,6% (27/78) com CTI (Figura 1) e 8,9% (7/78) com metástases 

(Tabela 2).  

Tabela 2 

Frequência de células tumorais isoladas e metástases em linfonodos de cadelas 

portadoras de carcinomas mamários, detectadas pela técnica de imunohistoquímica, de 

acordo com o tipo, grau histológico e localização microanatômica. 

 

*Os números entre parênteses indicam porcentagens.  

  
  

Número 

de 

casos 

Ausência de 

metástases 

(n=44) 

Macrometástases 

(n=3) 

Micrometástases 

(n=4) 

Células  Tumorais 

Isoladas (n=27) 

 

Carcinoma       
complexo  

37 18 (48,6)* 2 (5,4) 2 (5,4) 15 (40,5) 

Diagnóstico 

histológico  

Carcinoma 
tubulopapilar  

31 22 (70,9) 0 (0,0) 2 (6,4) 7 (22,5) 

 

Carcinoma               
sólido  

10 4 (40,0) 1 (10,0) 0 (0,0) 5 (50,0) 

 I                                       36 24 (66,6) 1 (2,7) 1 (2,7) 10 (27,7) 
Grau II                                      38 20 (52,6) 2 (5,2) 3 (7,8) 13 (34,2) 

 III                                    4 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (100,0) 

 Subcapsular                     3 - 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 
Localização 

microanatômica  
Cortical  13 - 2 (15,3) 2 (15,3) 9 (69,2) 

 Medular 18 - 0 (0,0) 1 (5,5) 17 (94,4) 

 Seios medulares 3 - 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 
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Fig. 1. Linfonodo inguinal de cadela portadora de carcinoma tubulopapilar grau I. Células 

tumorais isoladas localizadas na região subcapsular expressando AE1/AE3. IHQ. Bar, 100 µm. 

    Cadelas com tumores maiores apresentaram metástases em linfonodos com maior frequência, 

apresentando boa correlação pelo teste de Spearman (p=0.77).  

    Carcinomas complexos apresentaram metástases (macro e micrometástases) (Tabela 2) em 

0,8% (4/37) dos casos e carcinomas simples em 7,3% (3/41) dos casos. Tumores de grau I 

apresentaram metástase em 5,5% (2/36) dos casos e, considerando-se em conjunto tumores de 

graus II e III, 11,9% (5/42) apresentaram metástase.  

   A localização microanatômica predominante de CTI foi a região medular em 60,7% (17/28), 

seguida da região cortical em 32,1% (9/28), seio medular em 3,5% (1/28) e região subcapsular 

em 3,5% (1/28). A localização das metástases foi mais frequente na região cortical em 44,4% 

(4/9), seio medular em 22,2% (2/9), região subcapsular em 22,2% (2/9) e região medular em 

11,1% (1/9) (Tabela 2). Em três linfonodos foram observadas células tumorais em duas regiões 
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distintas, sendo um linfonodo com macrometástase na região subcapsular e seios medulares; 

um com micrometástase na cortical e seios medulares e um com CTI na cortical e seios 

medulares.  

   Com a utilização da técnica de IHQ houve incremento de 35,2% na detecção de CTI ocultas 

quando comparado com o exame histopatológico. Também houve incremento de 2,8% na 

detecção de micrometástases ocultas. 

    Com relação à eficácia do teste histopatológico na detecção de células tumorais, observou-

se sensibilidade de 20,0%, especificidade 100,0%, VPP 100,0%, VPN 61,0% e acurácia 65,0%.  

   Após a avaliação imunohistoquímica, 28,8% (17/59) das cadelas foram reestadiadas e 

passaram para o estadio IV. 

   Na análise de SG pela curva de Kaplan-Meier, as cadelas com CTI ocultas (n=16) 

apresentaram média de sobrevida de 725,7 dias (variando entre 510,8 a 940,7 e não alcançando 

a mediana de sobrevivência). As cadelas sem metástases (n=29) apresentaram média de 

sobrevida de 833,5 (variando entre 730,2 – 936,9 e mediana de 921 dias). Não houve diferença 

entre as curvas de sobrevida das cadelas com CTI ocultas e sem metástases (Log Rank p=0,466; 

Breslow p=0,171 e Tarone-Ware p=0,253) (Figura 2).  
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Fig. 2. Curva de sobrevida Kaplan-Meier de cadelas com carcinoma mamário sem metástases 

e com células tumorais isoladas (CTI) em linfonodos regionais: A (ausência de metástase; n = 

29; mediana, 921 dias), B (células tumorais isoladas; n = 16). As cadelas com CTI não atingiram 

a mediana de sobrevivência.  

    

Discussão 

Carcinomas mamários foram mais frequentes em cadelas adultas e idosas (X= 10,3 anos), assim 

como relatado por Coelho (2014) (X=9,7 anos), De Araújo et al. (2015) (X=10,7 anos) e 

Beserra et al. (2016) (X=10,3 anos). As cadelas mestiças foram mais frequentemente 

acometidas, semelhante ao estudo de Matos et al. (2006) que descreveram 52,5% das cadelas 

sem raça definida e 47,5% como cães de raça.  

    As mamas inguinais e abdominais caudais (M5+M4= 72,5%) foram mais acometidas. Matos 

et al. (2006) também diagnosticaram frequentemente lesões em M4 e M5 (67,7%), assim como 

De Araújo et al. (2015) (66,6%) e Beserra et al. (2016) (72,1%). Os TMC acometem 

preferencialmente as glândulas caudais e inguinais (Hedlund, 2005; Nogueira and Castro, 2017) 
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devido ao maior volume de parênquima mamário nesta região que pode sofrer alterações 

proliferativas causadas pelo estrogênio (O’Keffe, 1997; Queiroga and Lopes, 2002) 

    A maioria dos linfonodos retirados no procedimento cirúrgico era inguinal. De Araújo et al. 

(2015) também relataram pequeno número de linfonodo axilares retirados (5,7%), fato que está 

relacionado à menor frequência de neoplasias nas mamas torácicas, como observado neste 

estudo. 

   Tumores maiores apresentaram metástases com maior frequência. Este fato está relacionado 

ao aumento da agressividade da neoplasia conforme o aumento do tamanho tumoral e corrobora 

com estudos anteriores (Chang et al., 2005; Oliveira Filho et al., 2010).  

   Os carcinomas complexos foram os mais frequentemente diagnosticados (53,2%) e a alta 

frequência de metástase de carcinoma complexo observada neste estudo pode estar associada a 

presença de subtipos histológicos agressivos. Tumores de graus II e III apresentaram metástases 

com maior frequência, assim como relatado por Rasotto et al. (2012) e Coelho (2014), e esta 

característica está relacionada à maior agressividade observada em carcinomas de maior grau.  

   As CTI foram mais observadas na região medular do linfonodo e as metástases na região 

cortical. Até o momento, não há na literatura veterinária descrição da localização 

microanatômica de células neoplásicas dentro do linfonodo. Estudos clínicos em humanos 

demonstraram associação entre a localização e o envolvimento de linfonodo não–sentinela (Van 

Deurzen et al., 2008).   

   Houve expressivo aumento na identificação de CTI pela técnica de IHQ, possivelmente 

associado à dificuldade na identificação de aglomerados tumorais isolados em lâminas 

histológicas convencionais (Beserra et al., 2016). Houve ainda aumento na identificação de 

micrometástases, como relatado por Matos et al. (2006) (9,2%) e Coelho (2014) (6,8%).  

   O teste HE apresentou baixa sensibilidade na detecção de CTI e metástases. Assim como 

observado por Matos et al. (2006) e Peña et al. (2014), o presente estudo reforça a importância 
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da IHQ como ferramenta na detecção de pequenos aglomerados tumorais. Na patologia 

humana, a técnica de IHQ para linfonodos previamente negativos em HE ou em casos 

duvidosos já é bem estabelecida (Sorenmo et al., 2011), porém em Medicina Veterinária a sua 

utilização ainda não é rotineira.  

    Dezessete cadelas foram reestadiadas e passaram para o estadio IV. O sistema TNM 

modificado para cães, que considera o status N como N0 (sem metástase) ou N1 (com 

metástase, inclusive CTI), é extremamente simples, podendo, por exemplo, superestimar o 

prognóstico do animal. Se identificadas CTI em uma cadela portadora de tumor menos 

agressivo, esta passa diretamente para o estadio IV (Matos et al., 2006), assim como no presente 

estudo, onde quatro cadelas reestadiadas possuíam CTI advindas de carcinomas complexos 

grau I. Porém, muitas vezes a presença do CTI pode não resultar no estabelecimento de um 

novo foco metastático. O sistema TNM modificado para cães negligencia avaliações adicionais 

dos linfonodos, tais como o número de linfonodos afetados, que é considerado fator prognóstico 

em mulheres com câncer de mama (Fitzgibbons et al., 2000; Goldhirsch et al., 2009). Em 

cadelas, estudo recente relatou pior sobrevida em cadelas com dois ou mais linfonodos afetados 

(De Araújo et al., 2015). 

   A presença de CTI no linfonodo não foi associada a pior prognóstico (menor sobrevida). De 

Araújo et al. (2015) observaram menor tempo de SG para cadelas com CTI identificadas em 

HE e confirmadas em IHQ. Os autores relataram que 33,3% dos animais com CTI foram 

diagnosticados com tumores agressivos, como carcinossarcoma e carcinoma sólido. Entretanto, 

em nosso estudo, 36,6% dos animais com CTI foram diagnosticados com tumores menos 

agressivos, como carcinoma complexo grau I e carcinoma simples grau I. Estudos tem 

demonstrado que o prognóstico das CTI pode estar relacionado ao tipo histológico em humanos 

(Cserni et al., 2003; Imoto et al., 2006; De Boer et al., 2009; Ahmed et al., 2014) e animais (De 

Araújo et al., 2015). 
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    O significado do tamanho dos depósitos tumorais em linfonodos é bem estabelecido em 

humanos (Cummings et al., 2002; Reed et al., 2004) e em cadelas relatou-se que metástases 

maiores que 7,32 mm resultou em menor sobrevida, porém o mesmo não ocorreu com 

micrometástases (De Araújo et al., 2015). Em nosso estudo, a presença de CTI ocultas não 

afetou a sobrevida de cadelas portadoras de carcinomas mamários. 

   Os achados deste estudo podem beneficiar a busca por uma futura padronização de métodos 

de avaliação de linfonodos regionais. A limitação do estudo incluiu a ausência de informações 

fornecidas pelos proprietários de várias cadelas.  

    O presente estudo revelou a alta sensibilidade do teste de IHQ para a identificação de CTI e 

micrometástases ocultas em HE e recomenda-se o uso da técnica na rotina laboratorial. O 

tamanho do tumor influencia na ocorrência de metástase (p=0,77), reforçando a importância do 

diagnóstico e tratamento precoce de neoplasias mamárias. A presença de CTI ocultas no 

linfonodo não teve impacto na sobrevida de cadelas, demonstrando a necessidade de explorar 

melhor o desenvolvimento ou não de focos tumorais em linfonodos a partir da instalação de 

CTI.  
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Apêndice A – Instruções aos autores para publicação no periódico “Journal of Comparative 
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