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RESUMO

As neoplasias estdo entre as afecgdes mais comuns em caes, sendo que tumores mamarios
espontaneos sdo os mais frequentes em cadelas fémeas. Mais de 50% dos casos sdo malignos e
representam um grupo de grande heterogeneidade em termos de morfologia e comportamento
biologico. A expressdo molecular de receptores de estrogeno (RE) e receptores de progesterona
(RP) s3o considerados fatores de prognostico, sendo a expressdo de RE essencial para
determinagdo da caracterizacdo molecular. Outro marcador molecular frequentemente avaliado
em oncologia humana € o fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2), na cadela,
¢ frequentemente expresso em tumores mamarios malignos e correlaciona-se com
pleomorfismo nuclear, alto grau histologico e indice mitdtico, além de menor sobrevida. A
auséncia de expressdao de RE, RP e HER2 caracteriza o fen6tipo triplo negativo. Na mulher este
fenotipo esta relacionado a histologia tumoral agressiva, prognostico ruim, presenga de
metastases e recidivas. Na cadela também apresentam comportamento agressivo, prognostico
desfavoravel e redugdo de sobrevida. Objetivou-se neste trabalho verificar a expressao de RE e
a frequéncia do fenotipo triplo negativo em carcinomas mamarios caninos (CMC) e
correlaciona-las com caracteristicas clinicopatoldgicas, sobrevida global (SG), intervalo livre
de doencga e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas. Foram
incluidas neste estudo 84 cadelas. Elas foram submetidas a exame radiografico e de
ultrassonografia, para avaliagdo de metdstases pulmonares e a distdncia, ¢ que realizaram
exérese cirurgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia unilateral total ou
bilateral total). As amostras de neoplasias mamarias foram avaliadas quanto ao tipo e grau
histologico, invasividade estromal, e a expressio de RE, RP e HER2 por meio de
imunohistoquimica. Neste estudo, a expressdao de estrogeno foi identificada em 30,95% de
carcinomas mamarios caninos, de cadelas idosas, tipo histologico complexo grau II. A idade
foi identificada como fator de progndstico nos tumores mamarios de cadelas e neoplasias de
menor grau histologico expressam mais RE. A avaliagdo isolada deste marcador molecular nao
foi um bom fator de prognostico quando se considera sobrevida global (483,42 +319,17 dias)
tempo livre de doencga (234,45 £241,05 dias) e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama
remanescente (279,68 +317,75 dias). Ainda, 21,43% dos CMC foram identificados como
fenotipo triplo negativo. Nenhum dos pardmetros clinicopatoldgicos avaliados (tipo e grau
histolégico, estadios clinicos, invasividade estromal, idade, tamanho e localiza¢do tumoral)
diferiram significativamente entre os dois grupos de CMC (triplo negativos e ndo triplo
negativos), exceto a castracdo. Além disso, observou-se correlagdo desta varidvel, na analise
multivariada, com a SG (471,42+353,45 dias). O comportamento dos CMC triplo negativo
parece ser menos agressivo quando comparado com o da mulher. A utilizagdo de outros
marcadores moleculares, como Ki-67, P53, P-caderima, podem auxiliar na diferenciagcdo de
subgrupos moleculares dentro do fendtipo triplo negativo e levar a identificacdo de fenotipos
triplo negativos mais ou menos agressivos. Assim como ocorre com CMC em geral, a castragao
pode influenciar na ocorréncia de CMC triplo negativo.

Palavras- chave: castracdo, HER2, receptor de estrogeno, receptor de progesterona, tumores
mamarios caninos.



ABSTRACT

Neoplasias are the most common affections in dogs, and the spontaneous mammary tumors are
the most frequent in female bitches. More than 50% of the cases are malignant and it represent
a heterogeneity disease group with variable morphology and biological behavior. Molecular
expression of estrogen receptors (ER) and progesterone receptors (PR) are considered
prognostic factors, and ER expression is essential for determination of molecular classification.
Another molecular marker frequently evaluated in human breast cancer is type 2 human
epidermal growth factor (HER2). 84 bitches were included in this study. The radiographic and
ultrasound examination were performed in orden to verify metastases in lung and nodal
metastases. The surgical excision was a treatment for the mammary tumor (total or bilateral
unilateral mastectomy). Samples of mammary neoplasms were evaluated for histological type
and the expression of ER, PR e HER2 by immunohistochemistry. Evaluation of total overall
survival (OS), disease-free interval (DFS) and time to tumor development in remaining breast
(TDTMR) was performed. ST was defined as time after mastectomy up to the date of death; the
DFS was the time after mastectomy until the development of recurrence or metastasis, and the
TDTMR was determined as the time after mastectomy until the appearance of tumor in the
remaining mammary gland. In the bitch, it is often expressed in malignant mammary carcinoma
and correlates with nuclear pleomorphism, high histological grade and mitotic index, as well as
lower survival. Absence of ER, PR and HER2 expression characterizes the triple negative
phenotype. In women, this phenotype is related to aggressive tumor histology, poor prognosis,
presence of metastases and recurrences. In bitch, they also present aggressive behavior, poor
prognosis and reduction of survival. The objective of this study was to verify the expression of
ER and the frequency of triple negative phenotype in canine mammary carcinomas (CMC) and
correlate them with clinicopathological characteristics, overall survival (OS), disease-free
interval and tumor development time in the breast remaining in bitches. In this study, the
expression of estrogen was identified in 30.95% of canine mammary carcinomas, old-aged
bitches, complex histological type grade II. Age was identified as a prognostic factor in canine
mammary tumors and neoplasms of lower histological grade expressed more RE. The isolated
evaluation of this molecular marker was not a good prognostic factor when considering total
survival (483.42 +319.17 days) disease-free time (234.45 = 241.05 days) and the time of tumor
development in remaining mammary gland (279.68 + 317.75 days). Furthermore, 21.43% of
CMC were identified as a triple negative phenotype. None of the clinicopathological parameters
evaluated (type and histological grade, clinical stages, stromal invasiveness, age, size and tumor
location) differed significantly between the two CMC groups (triple negative and non triple
negative), except for castration. In addition, we observed a correlation of this variable in the
multivariate analysis with ST (471.42 + 353.45 days). The behavior of the triple negative CMC
seems to be less aggressive than in woman. The use of other molecular markers (Ki67, P53, P-
caderina) must be used to distinguish the molecular subgroups in triple negative phenotype, and
lead to the identification of more or less aggressive triple negative phenotypes. As similar CMC
in general, castration may influence the occurrence of CMC triple negative.

Keywords: castration, estrogen receptors, HER2, mammary gland tumors, progesterone
receptors
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais



1. Introducgao

As neoplasias estdo entre as afec¢cdes mais comuns em caes, sendo que tumores mamarios
espontaneos sdao os mais frequentes em cadelas fémeas adultas nao castradas
(GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLI, 2017). Mais de 50% dos casos sio malignos
(SORENMO et al., 2013) e representam um grupo de grande heterogeneidade em termos de
morfologia e comportamento biologico (CASSALI, 2017; SLEECKX et al., 2011).

No cancer de mama humano, marcadores imunohistoquimicos (IHC), junto com
variaveis clinicopatologicas sdo utilizados para determinagdo do prognostico e sele¢do do
tratamento (WALKER, 2008). Em Medicina Veterinaria, estudos também tem demonstrado
que marcadores IHC tem correlacdo com o comportamento, grau e evolucdo dos tumores
mamarios e nos ultimos anos tém sido utilizados em varios centros de pesquisa e de diagndstico

veterinario (FERREIRA et al., 2017).

Na mulher e na cadela, o componente hormonal ¢ considerado uma importante etiologia
para o cancer de mama. A expressao de receptores de estrogeno (RE) e receptores de
progesterona (RP) em tumores de mama ¢ considerada fator de prognéstico e prediz uma
resposta terapéutica hormonal no cancer de mama humano (NADJI et al., 2005; PENA et al.,
2014). Em neoplasias mamarias de cadelas a expressao estes hormonios também sao
considerados fatores de prognostico (DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; PENA et al.,
2014), sendo a expressao de RE essencial para determinagdo da caracterizacdo molecular

(GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; IM et al., 2014).

Outro marcador molecular frequentemente avaliado em oncologia humana ¢ o fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2). Sua expressao estd relacionada com aumento
da agressividade tumoral, de recidivas e da mortalidade (WOLFF et al., 2007). A alta expressdo
de HER2 em tumores mamarios, o que ndo ocorre em tecidos normais, habilita a paciente para
tratamento utilizando HER2 como alvo, sendo importante fator preditivo para a mulher

(GUTIERREZ; SCHIFF, 2011; RESSEL et al., 2013).

Na cadela, HER2 pode ser expresso em tumores mamarios malignos (BERTAGNOLLI
et al,, 2011; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; DUTRA et al., 2004; SOARES et al.,
2017), com frequéncias relatadas de 19,1% (BURRAI et al., 2015), 29,7% (HSU et al., 2009) e

correlaciona-se com pleomorfismo nuclear, alto grau histologico e indice mitotico (DUTRA et
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al., 2004). Quanto a sobrevida, tumores HER2 positivos e negativos para RE e PR, apresentam

sobrevida menor que seis meses pos cirurgia (MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003).

No diagnostico de cancer de mama humano € rotina a analise da expressdo de RE, RP e
HER?2, visando a classificagdo molecular da neoplasia, definicdo da estratégia terapéutica e
determinagdo do prognéstico (RAKHA; ELLIS, 2009). Na cadela, apenas nos tltimos anos se
iniciaram estudos sobre a classificacdo molecular dos TMC, que sao escassos e ainda ndo ha

resultados consensuais (PENA et al., 2014).

A auséncia de expressao de RE, RP e HER?2 caracteriza o fendtipo triplo negativo. Este
fenotipo constitui um dos grupos de tumores mais desafiadores na mulher (REIS-FILHO;
TUTT, 2008) e também na cadela (KIM et al., 2013), devido a sua heterogeneidade clinica,
fenotipica e genotipica. Na mulher este fenotipo esta relacionado a histologia tumoral agressiva,

prognoéstico ruim, presencga de metastases e recidivas (BAUER et al., 2007).

Tumores triplo negativo na cadela também apresentaram comportamento agressivo,
prognostico desfavoravel e reducdo de sobrevida. As metéstases foram identificadas em
linfonodos (ABADIE et al., 2018; KIM et al., 2013), pele, figado, pulmao e alguns casos
apresentaram recidivas (VARALLO, 2016). O risco de morte em cadelas com este fenotipo
tumoral pode ser associado ao tamanho tumoral, processo inflamatorio peritumoral (ABADIE

et al., 2018) e sobretudo, a presenca de metastases (ABADIE et al., 2018; VARALLO, 2016).

Tendo o exposto, os objetivos deste trabalho foram: verificar a expressao de RE e a
frequéncia do fenotipo triplo negativo em carcinomas mamarios e correlaciona-las com
caracteristicas clinicopatoldgicas, sobrevida global, intervalo livre de doenga e tempo de

desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas.

2. Revisao de Literatura

2.1- Anatomia, histologia e desenvolvimento da glandula mamaria

A glandula mamaria ¢ uma glandula sudoripara exdcrina modificada, tabulo-alveolar
composta, especializada na producdo e secrecdo de leite, caracteristica especifica dos
mamiferos (RESSEL et al., 2013).

A cadela possui dez glandulas mamarias, dispostas em pares, desde a regido toracica até

a regido inguinal. Estas sdo designadas, no sentido craniocaudal: toracicas craniais e caudais,
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abdominais craniais e caudais e inguinais (NAV, 2017). Ou ainda, de acordo com localizacao
anatOmica, as glandulas mamarias sdo numeradas: 1 corresponde as glandulas toracicas craniais
(T1), o numero 2 as toracicas caudais (T2), o 3 as abdominais craniais (A3), o 4 as abdominais
caudais (A4) e o 5 as inguinais (I) (TYLER, 2002).

Cada mama ¢ constituida de um teto e um corpo que sdo recobertos por pele. Em um
corte longitudinal passando pela papila e pelo corpo da glandula, pode-se observar o corpo,
constituido principalmente pela glandula mamaria, dividida em septos conjuntivos, os lobos,
que se dividem em lobulos. Ductos excretores correm em direcdo a papila que se reinem e
formam os ductos lactiferos, para finalmente abrirem em uma cavidade denominada seio
lactifero, espago de coleta e armazenamento de leite. O seio constitui-se de parte glandular, no
corpo da mama e parte papilar. A parte papilar do seio lactifero comunica-se com o exterior por
meio de um estreito canal, o ducto papilar (FRAPPIER, 2012; REESE et al., 2016).

Histologicamente, as unidades funcionais da glandula mamaria sdao os alvéolos que se
encontram agrupados em lobulos. O epitélio de revestimento dos alvéolos e ductos ¢ constituido
por uma populacao dupla de células: uma camada interna de epitélio simples cubico, cuja
morfologia celular varia consoante os diversos estadios de atividade secretora; uma camada
externa de células mioepiteliais, cuja fungdo ¢ a contrair-se sob a¢do da ocitocina, promovendo
a expulsdo do leite (FRAPPIER, 2012).

Os lobulos mamarios encontram-se separados entre si por tecido conjuntivo, sendo este
fibroso, moderadamente denso. J4 o tecido conjuntivo que reveste os ductos alveolares,
denominado tecido intralobular, ¢ menos denso e mais celular. Os constituintes celulares
inflamatodrios habituais do tecido intralobular sdo linfocitos e plasmocitos (FRAPPIER, 2012).

A irrigacdo sanguinea das glandulas mamarias das cadelas provém dos ramos
intercostais das artérias toracica interna, intercostal e toracica lateral (glandulas torécicas
craniais e caudais); da artéria epigastrica cranial superficial (glandula abdominal cranial), e das
artérias epigastrica superficial caudal com irrigagdo complementar pelo ramo da artéria labial
ventral (glandulas abdominais caudais e inguinais) (LUIZ; MIGLINO; SANTOS, 2002). A
drenagem venosa das glandulas ¢ similar & irrigagdo arterial, contudo pequenas veias podem
cruzar a linha média entre as glandulas direita e esquerda (SORENMO et al., 2011; REESE et
al., 2016).

A drenagem linfatica das mamas torécicas craniais e caudais ¢ feita para os linfonodos
axilares e das mamas abdominais caudais € mamas inguinais para os linfonodos inguinais
superficiais. As mamas abdominais craniais podem apresentar drenagem mista (linfonodo

axilar e inguinal). Essa drenagem pode sofrer variagdo individual, assim como ser influenciada
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pelo estadio da lactagdio ou presencga de massa tecidual e/ou obstrutiva (BRAGULLA e KONIG,
2004).

Na presenca de neoplasia mamaria pode ocorrer alteracdo na drenagem linfatica padrao,
formando novos canais de drenagem aumentando a rede vascular linfatica. Assim ha o
recrutamento de maior mimero de linfonodos e dessa forma, pode haver “shunts” entre as
cadeias contralaterais (PEREIRA et al., 2003).

O desenvolvimento da glandula mamaria na cadela, assim como nos outros mamiferos
¢ influenciado por fatores genéticos e hormonais. Na mamogénese, o desenvolvimento inicial
do botao mamario estéd sob influéncia do mesénquima embriondrio € os hormonios envolvidos
sdo hormonio do crescimento e esteroides adrenais. Na vida pds-fetal, o desenvolvimento desta
glandula inicia-se na puberdade, juntamente com a atividade ovariana (KLEIN, 2014;
GORDEN e TIMMS, 2017). As alteracdes caracteristicas do ciclo estral da cadela levam ao
crescimento e proliferagdo da glandula mamadria em cada ciclo, mesmo quando niao ha

procriacdo (REESE et al., 2016).

Na puberdade, o estrégeno, o hormonio do crescimento e os esteroides da adrenal sdo
responsaveis pela proliferacdo ductal. Porém, para o desenvolvimento dos alvéolos na porgao
terminal dos ductos, a prolactina e a progesterona sao essenciais (KLEIN, 2014). Apesar deste
desenvolvimento inicial na puberdade, a glandula mamadaria permanece relativamente
subdesenvolvida até o final da gestagcdo, quando sua estrutura estromal de tecido conjuntivo
transforma-se em uma rede de células alveolares que sintetizam e secretam leite ativamente.
Este fato deve-se principalmente ao aumento dos niveis de prolactina juntamente com

esteroides da adrenal (KLEIN, 2014; GORDEN e TIMMS, 2017).

2.2- Epidemiologia, classificaciio e graduacao histologica de tumores mamarios em
cadelas

Os tumores mamdrios caninos (TMC) estdo entre as afeccdes mais comuns e
representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas
(GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLI, 2017; SORENMO et al., 2011). Mais de 50% dos
casos de neoplasias sdo malignos (SORENMO et al., 2013), porém no Brasil a incidéncia ¢
maior, com cerca de 90% dos TMC malignos (GAMBA et al., 2017). As neoplasias mamarias
apresentam grande heterogeneidade em termos de morfologia e comportamento biologico

(CASSALI 2017; SLEECKX et al., 2011).
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Cadelas adultas ou idosas sdo as mais acometidas, sendo nove e dez anos as idades
médias mais reportadas (RIBAS et al, 2012; SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004;
SORENMO et al., 2011; ZUCCARI et al., 2008). Quanto as ragas, estas podem sofrer variacdes
de acordo com a regido estudada (DOBSON, 2013). Além disso, considerando que grande parte
da populacdo de cdes no Brasil ¢ mestiga, torna-se dificil definir a susceptibilidade de alguma
raca especifica (KAMIGUCHI; MOREIRA, 2015). Contudo ha relatos de maior incidéncia nas
ragas Poodle, Pastor Alemao, Cocker Spaniel, Maltés, Yorkshire e Dachshund (DOBSON,
2013; SORENMO et al., 2011).

As glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais sdo as mais afetadas. Multiplos
tumores sdo encontrados em 50% a 70% das cadelas com neoplasias mamarias (MISDORP,
2002; SORENMO et al., 2009; SORENMO et al., 2013) e tipos histologicos diferentes podem
estar presentes em um mesmo tumor (RUTTEMAN; WITHROW; MACEWAN, 2001).

No caso de TMC malignos, os pacientes apresentam metastase em linfonodo em mais
de 25% dos casos (OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Os locais de eleicdo para metastases sao
os linfonodos regionais (via drenagem linfatica) e os pulmdes, devido ao intenso fluxo de

sangue que passa por este 6rgao (DE NARDI et al., 2013).

Neoplasias mamadrias sao classificadas de acordo a origem das células e também quanto
ao comportamento em benignas e malignas. Em relacdo a origem, esta pode ser epitelial,
mesenquimal ou mista. Neoplasias mistas apresentam proliferagdo de tecido epitelial e
mesenquimal, mais tarde podem sofrer metaplasia cartilaginosa ou 6ssea (CASSALI et al.,
2017). A diferenciagdo entre tumores malignos e benignos se baseia na caracteristica e arranjo
celular, invasdo de estruturas teciduais adjacentes, pleomorfismo e presenga ou auséncia de
componentes mesenquimais ndo neopldsicos (SORENMO; DEANNA; GOLDSCHMIDT,
2013). Além disso, as caracteristicas macroscopicas como o tamanho, tempo de crescimento e
evolugdo, ulceracdo, aderéncia a pele e tecidos subjacentes, sdo critérios que podem sugerir

malignidade ou benignidade da neoplasia (MISDORP, 2002).

A classificacdo histologica € considerada fator de prognostico para TMC e, ao longo do
tempo, varias classificagdes e atualizagdes tém sido propostas com a finalidade de se estabelecer
um adequado prognostico associado ao tipo histologico do TMC (RASOTTO et al.,, 2017). A
primeira classifica¢do histologica para os tumores mamarios caninos, publicada em 1974 pela
Organiza¢do Mundial de Saude incluia neoplasias e displasias da glandula mamaria, baseada

em classificagcdes propostas por trés estudos anteriores (MISDORP et al., 1971, 1972, 1973).
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Esta classificagdo posteriormente sofreria modificagdes publicadas por Misdorp et al. (1999,

2002).

Cassali et al. (2011), baseado na classificagdo de Misdorp et al. (1999), propuseram uma
nova classificacdo histologica que enfatiza a metaplasia cartilaginosa ou oOssea, que
diferentemente da mulher, ¢ muito frequente na cadela (CASSALI et al., 2011). Esta mesma

classificacao foi reavaliada em 2013 (CASSALI et al., 2014).

Goldschmidt et al. (2011) também propuseram uma classificacao para os TMC baseada
na classificagdo da OMS de 1974 e 1999. As neoplasias, de acordo com esta classificacao foram
divididas em: epitelial maligna, tipos especiais de neoplasia epitelial maligna, mesenquimais
malignas, mista maligna, hiperplasia/displasia, neoplasias de teto e hiperplasia ou displasia do
teto (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Esta classificagdo atualmente também foi reavaliada e as
lesdes mamadrias foram classificadas em: neoplasias benignas (adenoma — simples e complexo
(adenomioepithelioma), adenoma ductal, fibroadenoma, mioepitelioma, adenoma papilar
intraductal, adenoma ductal com diferenciacdo escamosa e tumor misto benigno) e malignas
(epiteliais, mesenquimais e mistas). Dentre as neoplasias mamarias epiteliais malignas tem-se
o0 carcinoma in situ, os carcinomas simples (tubular, tubulopapilar, cistico-papilar e cribiforme),
o carcinoma complexo, micropapilar invasor, solido, comedocarcinoma, anaplasico, carcinoma
em tumor misto, mioepitelioma maligno, carcinoma ductal e intraductal papilar, além de tipos
especiais de neoplasias malignas epiteliais € neoplasias malignas de origem mesenquimal

(sarcomas) (GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLL, 2017).

A graduacdo histologica tem correlagao com prognoéstico nos tumores mamarios caninos
(TORIBIO et al., 2012). O sistema Nottingham, também denominado método de graduacio
histolégica de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado em 1991 (ELSTON; ELLIS, 1991),
foi descrito para graduacdo histologica de tumores de mama em mulher. Segundo Cassali et al.
(2014) o nimero de pesquisadores veterindrios que adotaram os critérios de graduacdo
histologica propostos por Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1998) para avaliar carcinomas de
mama em cdes aumentou. Neste sistema de classificacdo a determinacdo do grau histologico ¢
realizada avaliando-se trés caracteristicas tumorais: formacao tubular (1 ponto: mais que 75%
do tumor constituido por tubulos, 2 pontos: entre 10% e 75% de formacao tubular e 3 pontos:
tabulos em menos de 10% do tumor); o pleomorfismo nuclear (1 ponto: niicleo pequeno e
regular, 2 pontos: moderada variagdo nuclear e aumento de tamanho celular e 3 pontos: grande
variagdo no tamanho e formato da célula); e o nimero de mitoses, avaliado em objetiva de 40x

em 10 campos (1 ponto: 0-8 mitoses, 2 pontos: 9-16, e 3 pontos: mais de 17 mitoses). Assim, o



15

grau ¢ determinado pelo somatdrio de pontos de acordo com as caracteristicas avaliadas. O grau
I é determinado quando se somam de 3 a 5 pontos, em grau II para 6-7 pontos e grau III para 8-

9 pontos.

A graduagdo histologica segundo Goldschmidt et al. (2017) segue os mesmos
parametros, diferindo apenas quanto a avaliagdo do mimero de mitoses (1 ponto: 0-9; 2 pontos:
10-19 e 3 pontos: >20 mitoses). Tumores de baixo grau histologico estdao associados a periodo
livre de doenga mais longo e com menor taxa de recorréncia, quando comparados a tumores de
alto grau (KARAYANNOPOULOQU et al., 2005). Estudos relataram maior taxa de ocorréncia
de metéstases em carcinomas mamarios grau III, comparados aos de grau I e II (DIAS et al.,

2016; DOLKA; KROL; SAPIERZYNSKI, 2016; GUNDIM et al., 2016).

2.3- Influéncia hormonal na carcinogénese mamaria

Alguns fatores associados a etiologia das neoplasias mamarias sdo propostos, como a
influéncia da dieta e obesidade (LIM et al., 2015), transcricdo génica, componentes genéticos,
estresse oxidativo e principalmente, a influéncia hormonal (SILVA; SERAKIDES; CASSALI,
2004; ZUCARI et al., 2001).

O componente etioldgico hormonal ¢ o principal elemento estudado, principalmente
pelo risco de aparecimento desse tumor nas cadelas castradas antes do primeiro cio ser de
0,05%, apos o primeiro cio 8% e apds o segundo, o risco aumenta para 26% (FONSECA;
DALECK, 2000; SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969). Estrogeno, progesterona, prolactina
e hormonio do crescimento sdo os principais hormonios envolvidos no desenvolvimento das
neoplasias mamarias em cadelas (MISDORP, 2002). Tanto na mama normal como na
neoplasica, o crescimento tecidual é estimulado por hormonios e fatores de crescimento e
acredita-se que, diferentemente de outras neoplasias, a prolifera¢do celular do tumor de mama
ndo necessita de um agente iniciador especifico, pois, os hormdnios induzem a proliferagao,
com mutagdo génica e por fim, a formagdo neoplasica (GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLI,
2017; MISDORP, 2002).

O ciclo estral da cadela ¢ caracterizado por uma longa fase de secrecdo de progesterona
dependente de hormonio luteinizante hipofisario e prolactina. Nesta fase, ¢ comum a cadela
apresentar a pseudociese. Apds sete dias do final dessa fase, os niveis de progesterona

diminuem e hd o aumento da concentragdo de estrogeno e prolactina. Nas pseudocieses
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recorrentes ou apos a lactagdo, as concentragdes de prolactina estio elevadas e causam retengdo

lactea e possivel formacdo de neoplasias mamarias (MARTINS e LOPES, 2005).

A prolactina facilita a agdo mitotica de estrogeno (KOJIMA et al., 1996) e este, promove
o crescimento celular por estimulagdo de fator de crescimento tumoral a, fator de crescimento
semelhante a insulina e por inibicdo do fator de crescimento tumoral B (MISDORP, 2002).
Além disso, a possibilidade de a prolactina também estimular a atividade mitotica de células

epiteliais da glandula mamaria, ndo pode ser descartada (MULDOON, 1981).

Na mulher, nos trés primeiros meses de gravidez, os elevados niveis de estrogeno,
predispdem a possivel desenvolvimento de cancer de mama. Todavia, com o transcorrer da
gestagdo, globulinas que transportam esteroides sdo produzidas, reduzindo os niveis
plasmaticos de estrégeno e protegendo a glandula mamaria (HENDERSON; ROSS; PIKE,
1993). Este efeito protetor ndo € observado na cadela (RUTTEMAN; WITHROW, 2001).

A progesterona, na puberdade e na gestagdo, participa ativamente no desenvolvimento
mamario, mas isoladamente, ndo pode ser considerada como carcinogénica. Entretanto quando
associado a outros fatores, como o estrogeno, apresenta um papel importante no
desenvolvimento dos tumores mamarios, devido ao estimulo proliferativo (KIM et al., 2014;

MISDORP, 2002).

Por isto, o uso prolongado, ou em altas doses, de progestagenos ¢ associado ao
desenvolvimento de tumor de mama em cadelas. A progesterona exdgena estimula a sintese de
hormonio do crescimento na glandula mamaria, proliferacdo lobulo-alveolar e consequente
hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretorios, induzindo a formagdo de nédulos benignos
em animais jovens (RUTTEMAN et al, 2001), ou ainda, displasia ou metaplasia em adultos

(MISDORP, 2002).

Na mulher e na cadela, expressao de receptores hormonais ¢ verificada por
imunohistoquimica ou ainda, PCR. Tumores benignos expressam maior nimero de receptores
para progesterona (RP) e receptores de estrogeno (RE), enquanto os carcinomas malignos
apresentam menor concentragdo destes (MILLANTA et al., 2005; YAMASHITA et al., 2006).
Resultados de percentuais de marcacdo de RE e PR sdo variaveis e inconclusivos apresentando
percentuais de marcagdo positiva para RE que variam de 10% a 92,3%. Enquanto que para RP
variam de 23,80 a 71,9% (PENA et al., 2014). Este percentual de marcagio é considerado baixo
quando se compara a expressao de RE (68,8% a 81%) e RP (61% a 70%) tumores de mama de
mulheres (HAMMOND et al., 2010).
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A expressdo de RE parece diminuir em cadelas idosas com carcinomas malignos ou
indiferenciados de alto grau (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005)
¢ a associagdo destas caracteristicas resulta em prognéstico ruim, tanto na cadela como na
mulher (DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; NIETO et al., 2000; YAMASHITA et al.,
20006).

Chang et al. (2009) avaliaram a expressdo de RE e RP em tumores mamarios de cadelas
e verificaram que dentre estes dois hormonios, a expressdo de PR ¢ que pode ser considerada
como melhor fator progndstico, sendo que cadelas que apresentam menor expressao de PR tem
menor sobrevida. Estes autores ainda verificaram que a sobrevida era menor em tumores de

cadelas com neoplasias mamarias RE positivas e RP negativas.

O desenvolvimento do tumor mamadrio ¢ evento ja programado nos primeiros anos de
vida da cadela e ndo ¢ influenciado pela supressio do estimulo hormonal na maturidade
(FONSECA; DALECK, 2000). O estrégeno pode atuar por ligagdo a RE presente em células
epiteliais e estromais da glandula mamaria induzindo nestas células uma expressao aumentada
de RP. Dentro desta hipotese, o estrégeno atuaria no estagio inicial da doenga e uma perda
progressiva de RE ocorreria durante a evolugao da doenga, resultando em nao-reatividade de
RE em carcinomas mamarios (MILLANTA et al., 2005).

Os receptores de esteroides, RE ¢ RP sdao membros da superfamilia de receptores
nucleares e sao considerados potentes fatores progndsticos para carcinomas de cancer de mama
humano (CHANG et al., 2009; NIETO et al., 2000). A expressao de RE estd intimamente
relacionada com a carcinogénese, além de seu valor prognostico e preditivo para a resposta a
terapia endocrina em mulheres (YAMASHITA et al., 2006). Neoplasias mamarias em mulheres
com negativa ou baixa expressdo de RE e PR ndo sdo sensiveis a terapia endocrina e estdo

associadas a desfecho clinico desfavoravel (OSBORNE et al., 2005).

Na cadela, a relacdo da expressdo dos receptores hormonais e o progndstico assemelha-
se a mulher. De las Mulas et al. (2005) mostraram que tumores com expressdo RE e PR estavam
associados a um maior tempo livre de doenga do que os tumores que ndo expressaram ambos
os receptores. Ainda Chang et al. (2009) mostraram que os tumores com o fendtipo RE+ e PR+

tiveram as maiores taxas de sobrevida quando comparadas outros fenotipos.

Na mulher, canceres de mama que expressam RE e PR demonstraram ter resultados
favoraveis, mas as caracteristicas dos tumores que expressam apenas um desses receptores nao

estd bem definido (RAKHA et al., 2007). Tumores com um RE + e PR- sdo resistentes a terapia
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enddcrino apesar da positividade para estrogeno (THAKKAR; MEHTA, 2011). A perda da
expressdo de RP implica que a fungcdo RE normal esteja comprometida e consequentemente,
diminui a resposta ao tamoxifeno, quimioterapico antagonista RE (CUI et al., 2005). A
existéncia de tumores com RE- e PR + ¢ controversa, pois a expressdo de PR ¢ tipicamente
conhecida sob condi¢cdes em que o receptor de estrogeno ¢é positivo (CSERNI et al., 2011; DE
MAEYER et al., 2008).

Na cadela, também ha ocorréncia de tumores que expressam apenas estrogeno ou
progesterona e, assim como na mulher, a existéncia desta caracteristica nas neoplasias
mamarias, ainda ndo ¢ bem esclarecida. Todavia, estudo baseado em imunohistoquimica e PCR,
avaliou a expressao de RE e PR em carcinomas mamarios de cadelas (KIM et al., 2014). Estes
autores verificaram que 11,80% das amostras de neoplasias ndo expressaram RE, contudo
foram positivas para PR. Quanto a expressao génica, tumores RE- e PR+ apresentaram

moderada expressao de estrogeno (KIM et al., 2014).

Alguns estudos sugerem que na mulher, tumores mamarios RE- e PR+ representam 1,5
a 3,4% dos casos. Na cadela este percentual apresenta ampla variagdo: 0% (MILLANTA et al.,
2005), 16% (MANEE-IN et al., 2008), 25,3% (CHANG et al., 2009) e 43% (DE LAS MULAS;
MILLAN; DIOS, 2005). Uma possivel razdo para esta discrepancia de resultados na cadela, é
a diversidade de anticorpos primdrios utilizados e suas respectivas sensibilidades, pois
considerando que a expressao de PR ¢ dependente da RE, o anticorpo nao apresentou
sensibilidade para identificar alguns epitopos expressos pelo tumor (KIM et al., 2014).
Ademais, a nao expressao de RE ou PR pode estar relacionada a detecgdo limitada do anticorpo,
ou ainda, a ligagdo defeituosa do ligante para variantes de RE (FUQUA et al., 1991;
MCGUIRE; CHAMNESS; FUQUA, 1991).

Quando se verifica a expressdo génica de RE em neoplasias negativas para este
hormonio, acredita-se nas limitagdes que a imunohistoquimica pode oferecer, pois este
resultado ndo indica a auséncia de RE, mas que ha uma baixa expressdo citoplasmatica ou
nuclear. A imunohistoquimica pode negligenciar estes niveis de RE baixos ou limitrofes, (KIM
et al., 2014). Este fato, também ¢ observado em estudos com RNA em neoplasias mamadrias de
mulheres que ndo expressaram RE, todavia expressaram PR (IWAO et al., 2000; KONECNY
et al., 2003).

Sdo escassos os estudos avaliando a relagdo entre expressdao de RE e sobrevida em

cadelas e os resultados sdo controversos, assim o papel do estrégeno como fator de prognostico
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em cadelas ainda ndo foi esclarecido. Nieto et al. (2000) verificaram que a expressdo de RE,
indice Ki-67 ¢ a idade foram fatores independentes que poderiam predizer a sobrevida livre de
doenga. Enquanto que o status do linfonodo, a idade e a expressio de RE foram fatores
prognosticos independentes para a sobrevida global. Por outro lado, Millanta et al. (2005)
relataram que tanto em cées como em gatos a expressao de RE e RP em carcinomas invasivos

nado se correlacionou com os parametros histolégicos ou com o tempo de sobrevida global.

Ao avaliar a sobrevida, Kim et al. (2014) verificaram que os tumores mamarios caninos
que expressam RE e PR apresentam tipos histologicos menos agressivos, baixo grau histologico
e auséncia de metastase em linfonodos. Enquanto a ndo expressao para ambos hormdnios foi
verificada em neoplasias de alto grau histolégico, com invasdo linfatica e necrose. Tumores
com RE- e PR+ apresentam pior progndstico quando comparados com RE+ ¢ PR+ e melhor

prognoéstico em relagcdo a RE- e PR- (KIM et al., 2014).

2.4- Expressao de HER2 e fatores de prognostico

O oncogene Human Epidermal Growth Factor Receptor-type 2 (HER2), também
denominado c-erBb2 ou HER2/neu, codifica uma glicoproteina de membrana pertencente a
familia de receptores de fator de crescimento epidermal (DE LAS MULAS et al., 2003). Esta
familia ¢ constituida por quatro proteinas transmembranicas: HER1, HER2, HER3 ¢ HER4,

que funcionam como receptores e apresentam atividade tirosina-quinase.

Estes receptores sao compostos por trés dominios (extracelular, transmembranar e
intracelular) (GUTIERREZ; SCHIFF, 2011) e tém papel essencial na regulacdo da proliferacao
celular, da sobrevivéncia, da diferenciacdo e da migra¢do e na manutencdo da funcdo normal
dos tecidos no adulto. A perda da regulagdo por parte destes receptores tem como consequéncia
o surgimento de varias doengas, como o cancer (BAZLEY; GULLICK, 2005; WIEDUWILT;
MOASSER, 2008). Na glandula mamaria, auséncia de HER2 na mamogénese inicial, implica
em desenvolvimento deficiente de lobulos, alvéolos e reduzida excregao lactea

(ANDRECHEK; WHITE; MULLER, 2005; JONES; STERN, 1999).

Parece ndo existir um ligante especifico para o sitio extracelular de receptores HER2, e
ainda, esta proteina pode sofrer heterodimerizacdo como outro membro da familia HER ou
formar homodimeros (HER2:2) de forma espontanea (EARP et al., 1995). Neste caso a proteina

se torna ativada e € capaz de transduzir sinais intracelulares que podem afetar o crescimento
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celular e desencadear eventos pré-neoplasicos como: inibi¢do da apoptose, migracdo e
invasividade celular, angiogénese e outros processos que levam a progressdo de neoplasias

malignas (HERBST, 2004; VLAHOVIC; CRAWFORD, 2003).

Na mulher, devido a possiblidade de tratamento e determinagdo de um progndstico, a
identificacdo de HER2 em tumores mamarios ¢ frequente e indispensavel (GUTIERREZ;
SCHIFF, 2011). O diagnostico de tumores HER2 positivos pode ser realizado através de
técnicas de hibridagdo fluorescente in situ (FISH), considerado um dos testes gold standard
para determinacdo do status de HER2 (WOLFF et al., 2007). Outro método de diagndstico €
por meio de qRT-PCR, que apresenta limitagdes considerando a dificuldade de extragdo de
RNA a partir de material em parafina (MOELANS et al., 2011). Por fim, a imunohistoquimica,
técnica mais usada e padronizada para identificacao do status HER2. Este método ¢ considerado

simples, rapido, facil e relativamente acessivel (MOELANS et al., 2011).

De acordo com a guidelines da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO)
(WOLFF et al., 2018), a analise da imunomarcagao de HER2 para o cancer de mama na mulher,
faz-se da seguinte maneira: o escore +3 (positivo) € atribuido no caso de imunomarcagao
intensa, uniforme e completa de membrana plasmatica (chiken-wire pattern) em mais de 10%
das células epiteliais da amostra tumoral. No escore +2 (resultado equivoco), marcacao de
membrana incompleta e/ou fraca/moderada, em mais de 10% das células tumorais; ou marcacao
da membrana completa, circunferencial e intensa, em menos 10% das células tumorais. E
necessaria confirmagao com teste FISH. O escore +1 (negativo) € atribuido no caso de marcagao
fraca e incompleta de membrana plasmatica, em mais de 10% de células epiteliais, e o escore 0
(negativo) quando ndao houve marcagdo de membrana plasmatica ou esta ¢ incompleta e

dificilmente perceptivel (WOLFF et al., 2018).

Em humanos, a superexpressdo de HER2 ¢ diagnosticado em 20 a 30% de cénceres de
mama e estd associado a aumento da agressividade tumoral, recidivas e mortalidade (SLAMON
et al., 1987, 1989; WOLFF et al., 2007). Os tumores mamarios na mulher podem apresentar de
25 a 50 copias de genes HER2, aumentando a produgdo da proteina HER2 de 40 a 100 vezes,
resultando na expressio de 2 milhdes de receptores na superficie celular tumoral

(KALLIONIEMI et al., 1992).

Na espécie canina, o gene HER2 estd localizado no cromossomo 1ql3.1, que
frequentemente exibe alteragdes cromossomais clonais em tumores mamadrios caninos

(MURUA ESCOBAR et al., 2001). Apesar da intensificacdo das pesquisas nas tltimas décadas,
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muitas das quais sugerem que esse biomarcador possui importante papel na carcinogénese
mamadria canina, o significado da superexpressdo de HER2 em cadelas ainda ¢ controverso

(BERTAGNOLLI et al., 2011; BURRAI et al., 2015).

Na cadela, assim como na mulher, HER2 ¢ frequentemente expresso em tumores
mamarios malignos (BERTAGNOLLI et al., 2011; BURRAI et al., 2015; DUTRA et al., 2004;
HSU et al., 2009; DE LAS MULAS et al., 2003; SOARES et al., 2017). O percentual de
superexpressao de HER2 em TMC ¢ variavel: 7,6% (RUNGSIPIPAT et al., 1999), 13,13%
(SOARES et al., 2017), 13,6% (BERTAGNOLLI et al., 2011), 17,6% (DE LAS MULAS et al.,
2003), 19,1% (RUNGSIPIPAT et al., 1999), 22% (BURRAI et al., 2015), 25,3% (DUTRA et
al.,, 2004), 29,7% (HSU et al., 2009) e 35,3% (KIM et al., 2011). Ainda, alguns autores
verificaram expressao de HER2 em tumores benignos de cadelas (KIM et al., 2011; RESSEL
et al., 2013; RUNGSIPIPAT et al., 1999).

A variagdo na frequéncia de TMC com superexpressao de HER2 pode estar associada a
fatores como: falta de padronizagdo de metodologia na técnica de IHQ, auséncia de
padronizacdo para analise das imunomarcacdes reduzida dimensdo das amostras, fatores
epidemioldgicos, sensibilidade dos métodos de deteccao, nivel de expressdo do gene
(amplificagdo, transcrigdo, tradugdo) e estagios das amostras tumorais (BURRALI et al., 2015;
HSU et al., 2009; MUHAMMADNEJAD et al., 2012). Além disso, outro fator a ser avaliado ¢
que na deteccgao da expressao de HER2 por métodos imunohistoquimicos, utiliza-se anticorpo
anti-HER2 humano. Estudos anteriores confirmaram a reatividade cruzada entre os anticorpos
contra proteinas anti-humanos e tecidos caninos (HSU et al., 2009; MARTIN DE LAS MULAS
et al.,, 2003; RUNGSIPIPAT et al., 1999). Contudo a auséncia de imunomarcagao ou ainda,
marcac¢ao de intensidade variavel em carcinomas mamarios de cadelas, assim como, a presenga
de marcagdes inespecificas identificadas no citoplasma celular ou imunomarcagao de células
hiperplasicas ou normais dentro da amostra tumoral, sugerem a inespecificidade do anticorpo

(BURRALI et al., 2015).

Na oncologia humana, a imuno-histoquimica representa um método simples e confiavel
para examinar a expressao de marcadores moleculares (MOELANS et al., 2011), sendo capaz
de fornecer resultados semelhantes a métodos-padrao, como hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH) (KAYA et al.,, 2001; WOLFF et al., 2018). A elegibilidade de pacientes a serem
submetidas a terapias especificas anti-HER2 utiliza como critério a superexpressdo desta
molécula, que pode ser avaliada tanto por imunohistoquimica como por FISH. A ASCO

recomenda que a imunohistoquimica seja utilizada como método de triagem (uma vez que esta
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amplamente disponivel para uso de rotina) e o FISH seja realizado como teste confirmatério

em resultados duvidosos como escore +2 (WOLFF et al., 2018).

Ressel et al. (2013) acreditam que a probabilidade de existirem tumores mamarios
caninos com superexpressao de HER2 aumenta com o nimero de amostras analisadas. Ainda
segundo esses autores, niveis anormais da proteina podem estar envolvidas no crescimento

celular de alteragdes neoplasicas benignas e hiperplasicas (RESSEL et al., 2013).

Grande parte dos estudos sobre expressao de HER2 em tumores mamarios de cadelas
utiliza o sistema cldssico de escore utilizado em cancer de mama humano, HercepTest®. Neste
sistema de escore, a marcagdo fraca a moderada (escore +2) ou forte marcacao (escore +3)
observada em 10% de células marcadas ¢ suficiente para se considerar uma amostra positiva

para expressao de HER2.

Assim, varios estudos que descrevem expressao elevada de HER2 em carcinomas de
cadelas, utilizaram o HercepTest® e consideraram o escore +2 de marcacdo como positivos
(DUTRA et al., 2004; IM et al., 2014; MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003; RESSEL et al.,
2013). Entretanto, quando o escore +2 ¢ considerado positivo hd maior numero de casos falso
positivos, quando reavaliados por FISH (WOLFF et al., 2018). Apesar do gene que expressa
HER2 estar em cromossomos diferentes, Singer et al. (2012) verificaram homologia de
sequéncias proteicas de HER2 canino ¢ do seu homodlogo em humanos. Estes autores
descobriram 92% de homologia entre as proteinas nas duas espécies. Além disso, o local de
ligacao do trastuzumab ¢ igual em ambos os receptores, com a exce¢ao de um aminoacido. Este
fato apoia a possibilidade do uso de imunoterapia como tratamento de neoplasias mamarias em
cadelas, assim como o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas com base na medicina

comparada (SINGER et al., 2012).

A heterogeneidade das neoplasias mamadrias pode ser identificada pela variacdo
intratumoral de marca¢do de HER2, que representa a diversidade subclonal dentro do tumor, ja
relatada na mulher (VANCE et al., 2009). Este conceito deve-se estender ao carcinoma
mamario canino (PENA et al., 2014). Estudo revelou que as mulheres com heterogeneidade
intratumoral de marcag¢do para HER2, ha uma diminui¢do do tempo de sobrevida livre da
doenga, sugerindo que a instabilidade e a amplificagdo de subclones de HER2 nos tumores,
podem estar associados a progressdao do cancer de mama (SEOL et al., 2012). Este fendmeno
deve ser levado em consideragdo por pesquisadores veterinarios, pois pode aumentar a

subjetividade na interpretacdo de HER2 (PENA et al., 2014). Sendo assim, a avaliagio deve ser
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preferencialmente realizada em amostras tumorais inteiras e representativas (SEOL et al.,

2012).

Na mulher o valor progndstico da expressdo de HER2 ¢ bem esclarecido. Neoplasias
positivas para este biomarcador de membrana esta relacionado com fatores de prognosticos e
preditivos (GUTIERREZ; SCHIFF, 2011; ROSS; FLETCHER, 1998). Ainda, quanto maior
amplificacdo génica de HER2 no cancer de mama humano, menor sobrevida global e tempo
livre de doenga (SLAMON et al., 1989). Na cadela, estudos vém sendo conduzidos no sentido
de se identificar o real envolvimento de HER2 como fator prognostico nas lesdes mamarias

caninas (PENA et al., 2014).

Alguns estudos com carcinomas mamarios caninos correlacionaram a expressdo de
HER2 por meio de imunohistoquimica com fatores clinocopatolégicos, ou ainda, com a
sobrevida de cadelas. Dutra et al. (2004) verificaram que neoplasias com pleomorfismo nuclear,
alto grau histologico e indice mitético apresentam expressio de HER2, sendo assim,
considerados fatores de progndstico. Martin de las Mulas et al. (2003) afirmaram que neoplasias
solidas, maior que trés centimetros, de alto grau histolégico, crescimento invasor, com
metastases, positivas para HER2 e negativas para RE e PR, apresentam sobrevida menor que
seis meses pos cirurgia. Ainda, carcinomas simples, com metéstase em linfonodo na primeira
cirurgia apresentam maior expressio de HER2 (ARAUJO et al, 2016; IM et al., 2014;
RUNGSIPIPAT et al., 1999).

Por outro lado, Hsu et al. (2009) observaram maior sobrevida em cadelas com expressao
de HER2. Estes autores sugerem que o HER2 desempenha um papel na formagao dos tumores,
mas que o desenvolvimento de malignidade, especificamente, pode ndo estar associado ao
aumento dos niveis de expressdo desta proteina. Outros estudos ndo verificaram nenhuma
relacdo entre a expressdo de HER2, com fatores de prognostico (tamanho tumoral, tipo
histolégico, graduacao histologica, TNM) (RESSEL et al., 2013; SOARES et al., 2017) e tempo
global de sobrevida das cadelas (RESSEL et al., 2013). Estes autores acreditam que o aumento
da expressdo desta proteina ndo estd associado ao periodo livre de doenga na espécie canina,

como ocorre nas mulheres (RESSEL et al., 2013).
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2.5- Fenotipo triplo negativo e fatores de prognostico na mulher e na cadela

O cancer de mama tanto na mulher como na cadela, ¢ caracterizado como uma doenga
heterogénea e que apresenta diferentes caracteristicas bioldgicas € comportamento clinico
(PENA et al., 2014; RAKHA; ELLIS, 2009). A heterogeneidade tumoral é considerada um
desafio para patologistas e oncologistas que buscam o avango no diagndstico € no tratamento
do cancer mamario na mulher. Por este motivo, ha uma necessidade de identificar as classes de
tumores, com diferentes comportamentos ou capacidade de resposta a terapias especificas
(RAKHA; ELLIS, 2009). Esta identificagdao ¢ possivel por meio da expressao molecular de
receptores hormonais, RE e PR, e de HER2, moléculas consideradas principais determinantes

moleculares no cancer de mama humano (RAKHA et al., 2007).

No diagnostico de cancer de mama humano € rotina a analise da expressao de RE, RP e
HER?2, visando a classificagdo molecular da neoplasia, definicdo da estratégia terapé€utica e
determinagao do prognoéstico (RAKHA; ELLIS, 2009). Na cadela, apenas nos ultimos anos se
iniciaram estudos sobre a classificacdo molecular dos TMC, que sdo escassos ¢ ainda nao ha

resultados consensuais (PENA et al., 2014).

A auséncia de expressdao de RE, RP ¢ HER2 caracteriza o fendtipo triplo negativo.
Constitui um dos grupos de tumores mais desafiadores na mulher (REIS-FILHO; TUTT, 2008)
e também na cadela (KIM et al., 2013), devido a sua heterogeneidade clinica, fenotipica e
genotipica. Na mulher, este fenotipo € relevante pela auséncia de terapia especifica,
agressividade, comportamento clinico e prognostico ruim (BAUER et al., 2007, RAKHA;
ELLIS, 2009; SHAO; BROWN, 2004).

Na mulher, o triplo negativo representa 10 a 17%, das neoplasias mamarias (BAUER et
al., 2007; PALMA et al., 2015). Acomete mulheres jovens, de 47 a 50 anos, na pré menopausa
(RAKHA et al., 2007; YANG et al., 2007), apresentam-se macroscopicamente em forma de
massa palpavel, invasiva (LIN et al., 2012a; NEWMAN et al., 2015) aparentes no exame de
mamografia (DOGAN et al., 2010). A relacdo de desenvolvimento de tumores triplos negativos
em mulheres com fatores como: idade de menarca, pari¢do e uso de contraceptivos orais, ainda

nao sao bem esclarecidos (BOYLE, 2012).

Quanto a histologia, na mulher, os tumores triplo negativos sdo carcinomas ductais
invasivos, de alto grau histologico, alto indice mit6tico, com areas de necrose central e infiltrado

linfocitico (BAUER et al., 2007; NEWMAN et al., 2015; RAKHA et al., 2006). Tumores triplo
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negativos podem apresentar de 60 a 90% e 16 a 23% de mutacdo no genes BRCA1 e BRCA2

respectivamente, culminando na progressao tumoral (COUCH et al., 2015).

A agressividade deste fendtipo tumoral, na mulher, ¢ ilustrada na recorréncia que ocorre
de um a trés anos, metastase visceral (pulmao ou cérebro) em cinco anos apds o diagnostico,
reducdo em 10 anos na sobrevida quando comparado a outros tipos moleculares tumorais; e

morte nos primeiros cinco anos apds terapia (DENT et al., 2007; LIN et al., 2012).

Em medicina veterinaria, o fenotipo triplo negativo ndo estd bem caracterizado em
cadelas e estudos mais amplos devem ser realizados (KIM et al., 2013). Na cadela, tumores
triplo negativo sdo grandes, com média de 18mm+7mm (ABADIE et al, 2018),
histologicamente classificados como carcinomas simples e complexos, de alto grau (ABADIE
et al., 2018; KIM et al., 2016, 2013; VARALLO, 2016), invasivos, apresentando areas de
necrose, alto indice mitotico e infiltrado inflamatorio linfocitico (ABADIE et al., 2018; KIM et
al., 2013). A frequéncia do fenotipo triplo negativo em cadelas € variavel: 15,5% (KIM et al.,
2016), 18,7% (KIM et al., 2013) e 76,3% (ABADIE et al., 2018) e parece acometer cadelas
intactas e idosas, com mais de 10 anos (ABADIE et al., 2018; GAMA; ALVES; SCHMITT,
2008; KIM et al., 2016, 2013).

Tumores triplo negativo na cadela também apresentaram comportamento agressivo,
prognostico desfavoravel e redugdo de sobrevida. As metastases foram identificadas em
linfonodos (ABADIE et al., 2018; KIM et al., 2013), pele, pulmao e figado, além disso ha
relatos de recidivas tumorais (VARALLO, 2016). Abadie et al. (2018) em analise multivariada,
verificaram que o estadiamento clinico, a marcacao positiva para Ki67 e processo inflamatorio
tumoral, sdo potentes fatores de progndstico em cadelas com tumores triplo negativo. Varallo
(2016) identificou 53% de cadelas com tumores triplo negativos em estadiamento III, IV e V;

e estes animais morreram 274 dias apos diagndstico da neoplasia.

Apesar do pior prognostico de tumores triplo negativo em mulheres, estudos indicam
que clinicamente ndo sdo todos os tumores triplo negativos que apresentam caracteristicas
morfolégicas semelhantes ou comportamento agressivo (BERTUCCI et al., 2008; CHEANG et
al., 2008; TAN et al., 2008). Apesar do status nodal neste tipo de tumor ainda ser controverso,
ha relatos que os linfonodos sdo 6rgaos menos propensos a apresentar metastases em canceres
triplo negativo (FOULKES et al., 2009; LIN et al., 2012), além disso, o status nodal ndo se
correlaciona com o tamanho tumoral, como fator de prognostico nos tumores triplo negativo

que expressam marcadores basais (FOULKES et al., 2009).
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Assim como na mulher, estudos indicam que a sobrevida ¢ reduzida em neoplasias triplo
negativo em cadelas. O risco de morte em cadelas com este fenotipo tumoral € predito pelo
tamanho tumoral, o processo inflamatdrio peritumoral (ABADIE et al., 2018) e sobretudo, a
presenca de metéstases tanto em linfonodos como a distancia, o que pode culminar na morte
dos animais (ABADIE et al., 2018; VARALLO, 2016). Além disso, a expressao de moléculas
como Ki67, p-caderina, p63 e p53 também corroboram com o progndstico desfavoravel dos
tumores triplo negativo em cadelas (ABADIE et al., 2018; GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008;
MATOS et al., 2005).

Por meio de andlise de microarranjos de DNA, varios grupos propuseram uma nova
taxonomia para o cancer de mama na mulher, com base em caracteristicas moleculares. Sendo
assim cinco grupos foram determinados: luminal A, luminal B, superexpressdo de HER2, basal
like e normal like (PEROU et al., 2000; RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS, 2008; SORLIE et al.,
2001).

A caracterizacao molecular no cancer de mama, na cadela e na mulher sao determinados
primordialmente pela expressdo de receptores hormonais (RE) e HER2 (GAMA; ALVES;
SCHMITT, 2008; NIELSEN et al., 2004; REIS-FILHO; TUTT, 2008). Os tumores serdo
classificados como luminais A (RE+/HER2-), luminais B (RE+/HER2+) e superexpressao de
HER2 (RE-/HER2+). Na cadela, tumores que nao expressam receptores hormonais e HER2 sao
classificados como basal like ou normal like. Para a definigdo entre estes dois ultimos grupos,
na mulher e na cadela, faz-se necessaria a investigacdo de marcadores de células
basais/mioepiteliais, como: citoqueratinas (CK): CK5/6, CK14, CK17, CK8/18, fator de
crescimento epidérmico (EGFR), vimentina, p-caderina, p63, associados a marcadores de
prognostico como p53, Ki67 (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2013; MATOS
et al., 2005; NIELSEN et al., 2004).

Com a introdugdo do tipo molecular basal like, o qual nao ha expressdao de RE, RP ¢
HER2, resultou em confusdo quanto a definicdo deste tipo molecular e o fendtipo triplo
negativo, devido a semelhanga de caracteristicas clinicas e o comportamento desses tumores

(BADVE et al.,, 2011; RAKHA; ELLIS, 2009; REIS-FILHO; TUTT, 2008).

Os carcinomas classificados como basal like caracterizam-se pela ndo expressao de
receptores hormonais e HER2. Representam de 8% a 37% dos canceres de mama na mulher,
com idade de 47 a 55 anos, na pré menopausa (CAREY et al., 2007; RAKHA; ELLIS, 2009;

YANG et al., 2007). Tumores basais acometem cadelas idosas com média de 9 anos e as
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frequéncias sdo: 22,2% (SASSI et al., 2010), 24,5% (IM et al., 2014) e 29,2% (GAMA;
ALVES; SCHMITT, 2008); consideradas semelhante a mulher (CHEANG et al., 2008).

Por apresentarem caracteristicas clinicas, morfoldgicas e fenotipicas semelhantes como:
idade de pacientes acometidas, tipo e grau histologico, invasividade, expressdao p53, mutacdes
em BRCATI ou no gene TP53, altos indices de proliferacao, comportamento agressivo e mau
prognostico; alguns autores defendem que o fenotipo triplo negativo, na mulher e na cadela,
pode confiavelmente ser usado como um substituto para o basal like (CAREY et al., 2007,
DENT et al., 2007; HAFFTY et al., 2006; KREIKE et al., 2007; PEROU et al., 2000).

Contudo, para Rakha e Ellis (2009), tumores tipos basal like e triplo negativo sdo
fenotipos diferentes no cancer de mama humano. Estes mesmos autores afirmam que o fenotipo
triplo negativo nao ¢ ideal para identificagdo de cinceres de mama basal like. A compreensao
da defini¢do, dos mecanismos oncogénicos e terapéuticos, para o triplo negativo e para os
tumores basal like, podera levar ao melhor entendimento sobre estes tipos de tumores, tanto na

mulher como na cadela (KIM et al., 2013; RAKHA; ELLIS, 2009).

Tumores mamarios basais sdo classificados pela auséncia de expressdo de RE, RP e
HER?2, sobretudo a imunomarcagao positiva para marcadores basais (CK5/6, CK14, CK17 e
/ou EGFR). A imunoexpressao de marcadores basais em mulheres e cadelas, esta associado a
caracteristicas morfologicas especificas (alto grau), imunofenotipicas (reatividade para p53),
mutacdes em BRCA1 e prognostico ruim (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; IM et al., 2013;
MATOS et al., 2005; RAKHA et al., 2007; VAN DE RIJN et al., 2002) compativel com linfoma
de alto grau, que mesmo sob tratamento, resultam na morte rapida do paciente (RAKHA et al.,
2008). Diferentemente de neoplasias triplo negativo, que independente da expressao de HER2
e receptores hormonais, ndo expressam marcadores basais e apresentam melhor progndstico

para a mulher (RAKHA et al., 2007c; VAN DE RIJN et al., 2002).

Estudos que avaliaram expressao génica de marcadores basais em glandulas mamarias
neoplasicas de mulheres, verificaram que 5% a 45% dos tumores basais podem expressar RE
(RAKHA et al., 2007) e 14% HER2 (ROUZIER et al., 2005). Ou ainda, que tumores triplo
negativo podem ndo expressar CKS5 e EGFR; e tumores ndo triplo foram positivos para
marcadores basais ¢ RP (TAN et al., 2008). Bertuci et al. (2008) também identificou 23% de
tumores basais expressando receptores hormonais e que 29% de triplo negativos ndo
expressaram marcadores basais. Sendo assim, se definirmos os tumores triplo negativo com

basais, 65% a 90% de tumores triplo negativos (KREIKE et al., 2007; NIELSEN et al., 2004;
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RAKHA et al., 2007; TAN et al., 2008) ¢ 10% a 30% de luminais (RAKHA et al., 2006; VAN
DE RIJN et al., 2002) seriam considerados basais (RAKHA; ELLIS, 2009).

O progndstico ruim e a sobrevida relatada ¢ de 3 a 5 anos em mulheres com tumores
basais como para triplo negativo (JUMPPANEN et al., 2007), contudo o triplo negativo
apresenta melhor prognostico (RAKHA et al., 2007). Em mulheres, 15% a 54% dos tumores
triplo negativo expressam pelo menos um marcador basal (NIELSEN et al., 2004; ROUZIER
et al.,, 2005) e tumores triplo negativos que ndo expressam marcadores basais apresentam
melhor prognoéstico e sdo mais responsivos a terapia adjuvante quanto comparados com tumores
basal like (FAN et al., 2006; SOTIRIOU et al., 2003). Mesmo considerando que tumores triplo
negativo que ndo expressam marcadores basais, tem possibilidade de apresentarem tamanhos

grandes e metastases em linfonodos (FOULKES et al., 2009).

Na cadela, diversos estudos avaliaram a expressao de marcadores basais em neoplasias
mamarias, demostrando que, assim como na mulher, ¢ preocupante as consequéncias da
positividade ou negatividade dos marcadores basais como fator de prognostico na cadela
(GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2006, 2013; MATOS et al., 2005). A
expressao de marcadores basais garante a heterogeneidade tumoral. Tumores positivos para
receptores hormonais, raramente expressam marcadores basais, entretanto, carcinomas
mamarios caninos de alto grau histologico, invasivos e indiferenciados possivelmente
apresentam alteragdes génicas em BRCAI e expressam pelo menos um tipo de marcador basal

(MATOS et al., 2005).

Tumores mamarios humanos e caninos que expressam mais de um marcador basal sao
propensos a apresentarem disfuncdo génica em BRCAI. Este gene leva a desregulagdo e
silenciamento da expressdao de RE, além de regular positivamente genes que expressam
marcadores basais como CKS5, CK17 e p-caderina (FOULKES et al., 2009; IM et al., 2013;
MATOS et al., 2005; SCHNEIDER et al., 2008; TAN et al., 2008; TURNER et al., 2007;
TURNER; TUTT; ASHWORTH, 2004). Em reconstru¢do do gene BRCA1 em tumor triplo
negativo humano, estes expressaram RE e apresentaram negatividade para expressao de CKS,

CK17 e p-caderina (GORSKI et al., 2010; HOSEY et al., 2007).

A expressdo das citoqueratinas sdo mais frequentes em tumores triplo negativo em
cadelas, seguido de EGFR, CK14 e c-kit (KIM et al., 2006), todavia a expressao de CKS5 assim
como p63 e p-caderina, que sdo indispensaveis para identificagdo de tumores basais (GAMA;

ALVES; SCHMITT, 2008; MATOS et al., 2005), predizem alteracdes em células tronco que
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influenciam no fendtipo tumoral (MATOS et al., 2005). Em estudo com 241 amostras de
carcinomas mamarios de cadelas, 18,7% eram triplo negativos, destes, 91,1% apresentaram
marcagdo positiva para marcadores basais e pior prognéstico quando comparado com outros
subtipos moleculares (KIM et al., 2013). Abadie et al. (2018), verificaram que 58,6% de 267
tumores triplo negativos expressaram marcadores basais. Todavia, diferentemente do relatado
no cancer de mama humano, a auséncia de expressao de receptores basais, esta ligado a menor
sobrevida global e maior risco de progressdo tumoral, independente do status nodal e

invasividade (ABADIE et al., 2018).

A Unica terapia sistémica atualmente disponivel para mulheres com esses tipos de cancer
¢ quimioterapia. Tumores triplo negativo mostram altas taxas de resposta objetiva a antraciclina
juntamente com taxano, quimioterapia neoadjuvante. Pacientes com canceres triplo negativos
que ndo apresentam evolucao terapéutica tém um significativamente pior progndstico do que

aqueles com tumores pertencentes a outros subgrupos moleculares (CAREY et al., 2007).

A conduta terapéutica para neoplasias mamarias em cadela, em ascendéncia, ¢ muito
discutida entre patologistas e oncologistas veterinarios (CASSALI et al., 2011; PENA et al.,
2014). A quimioterapia ¢ utilizada como terapia adjuvante (SORENMO, 2003) e alguns
protocolos sdo propostos como o uso da doxorrubicina associado a ciclofosfamida ou da

cisplastina e carboplastina (LAVALLE et al., 2012).

3. Consideracoes finais

A neoplasia mamadria em cadelas ¢ o segundo tipo de tumor mais frequente na espécie.
Acomete cadelas adultas a idosas e ndo castradas. Por ser, uma patologia comum e apresentar
caracteristicas morfologicas e histologicas diferentes nas fémeas, torna-se importante um
estudo detalhado sobre o comportamento clinico e molecular dos diferentes tipos histologicos

desta neoplasia.

No Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), a rotina de
atendimento de cadelas com esta enfermidade aumentou significativamente nos tltimos 10 anos
e com isso, a rotina do Laboratdrio de Histopatologia Animal da UFU. A glandula mamaria da
cadela tornou-se alvo de especulacdes diarias e questionamentos sobre a biologia e
comportamento de neoplasias semelhante em animal diferente ou ainda, de diferentes tipos

histologicos de tumor de mama na mesma fémea.
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Para os tumores mamadrios na mulher, os estudos cientificos, as pesquisas, a conduta
clinica e terapéutica s3o bem evoluidos quando se compara a cadela. Apesar de espécies
diferentes, muitos pesquisadores patologistas humanos assim como veterinarios, acreditam na
proximidade entre as duas espécies, em relagdo aos tumores mamadrios e este fato, tem
fomentado a pesquisa das neoplasias mamarias de cadelas. Sendo assim, a busca por estudos
cientificos atualizados com foco na cadela somado ao desejo de pesquisa e investigacdo das
caracteristicas € comportamento dos tumores mamarios caninos, foram os grandes incentivos a

realizacdo deste trabalho.

O cao ainda € o animal de companhia mais comum nos lares brasileiros. Ele ¢ o amigo,
o fiel companheiro e até o membro da familia. A preocupag¢do com o bem-estar, a saude ¢ a
longevidade dos animais sdo nitidas e isso, faz com que as pessoas procurem o profissional
veterinario para cuidar melhor de seu animal de estimagdo. Este fato, pode ser responsavel pelo
aumento da casuistica de diversas enfermidades, dentre elas, o tumor de mama, nas clinicas e

hospitais veterinarios.

Todavia, atendimento médico veterindrio ainda ¢ inacessivel para grande parte das
pessoas. Por isso, mesmo levando o animal ao atendimento veterinario para tratamento de uma
doenca, o acompanhamento frequente, necessario para as neoplasias por exemplo, torna-se

inviavel para o tutor ndo s6 financeiramente, mas desgastante.

O acompanhamento mensal do paciente diagnosticado com qualquer tipo de neoplasia,
¢ indispensavel, visando progndstico e a avaliacao da sobrevida do animal. Este fato foi, sem
davidas umas das maiores dificuldades enfrentadas na realizagcdo deste trabalho, o

acompanhamento dos pacientes.

O acompanhamento clinico, realizado pds cirurgia de mastectomia foi determinado
como um importante critério de inclusdo do animal nesta pesquisa. O contato com respectivo
tutor era realizado a cada 4 meses apds o procedimento cirtirgico. Sendo assim, aquele animal

em que se perdeu este feedback, infelizmente o mesmo era eliminado da pesquisa.

Acredita-se que essa redug¢do do tamanho da amostra inicial de 150 para 84 animais
influenciou negativamente os resultados esperados relacionados com a estatistica e
consequentemente, com a correlacdo dos tipos histolégicos e a expressdo dos receptores

moleculares hormonais.
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Apesar de varios estudos sobre este assunto, os resultados principalmente referentes aos
marcadores moleculares, ainda sdo controversos, com valores de referéncias ndo padronizados
para a espécie do estudo. Os marcadores moleculares sdo receptores (localizados em membrana
plasmatica ou nuclear) de moléculas que dentro das células sdo capazes de alterar funcdes e
funcionamento da célula. Ainda controlam atividades fisioldgicas celulares como transcri¢do e

transducdo génica e producdo de proteinas celulares.

O estrogeno e a progesterona sao os hormonios sexuais importantes na f€mea, pois estao
relacionados com ciclo estral. A f€émea canina, na puberdade, tem o primeiro contato com estes
hormonios, quando o animal manifesta o primeiro cio. A glandula mamaria, neste momento,
também sofrera influéncia destes hormonios. O estrégeno e a progesterona, em contato com
receptores moleculares das células epiteliais da glandula mamaria normal sofrerdo processo
fisiolégico de proliferacao celular para desenvolvimento da glandula. Todavia, estes mesmos
hormoénios também influenciardo no desenvolvimento e manuten¢dao do tumor mamario, caso

a fémea possa o ter.

Na mulher, a influéncia dos horménios sexuais no desenvolvimento e também no
tratamento dos tumores mamarios ¢ bem estabelecida. Considerando a influéncia destes
hormonios nos tumores mamarios de cadelas, ¢ essencial o estudo dos mesmo nesta espécie.
Todavia, apesar de grande quantidade de estudos relacionando a expressdao dos receptores
moleculares de hormonais nas células neoplasicas mamarias de cadelas, nota-se uma
discrepancia dos resultados, assim como uma grande variagdo de percentuais de marcacao
positiva para estes receptores. Este fato, foi outra dificuldade enfrentada durante a confecgao e

defesa desta pesquisa.

A partir da expressdo positiva ou negativa dos marcadores moleculares nos tumores
mamarios, pode-se supor muito sobre a caracteristica e comportamento da neoplasia, assim
como a sobrevida do animal. Além disso, a expressdo destes receptores € o passo inicial para
caracterizacdo molecular, em que outros anticorpos sao testados no tecido mamario neoplasico
(HER2, Ki-67, CK, P53, caderinas) com finalidade de tratamento, determinacao de sobrevida

e a identificacdo do comportamento da neoplasia.

Apesar dos tumores mamarios caninos apresentarem algumas semelhangas com os
tumores de mama da mulher, h4 muito o que investigar sobre as neoplasias mamarias de

cadelas. A cadela tem particularidades que diferem da mulher, como por exemplo, a exposi¢ao
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prolongada a progesterona durante a fase diestro do ciclo estral, a localizagcdo de genes como

HER?2 e a estrutura molecular de alguns receptores celulares.

Além disso, para reduzir viés de pesquisas com neoplasias mamarias, outros consensus
faz-se necessario, sobretudo, pesquisadores deveriam seguir o propdsito dos consensus. Outra
ferramenta seria a utilizagdo de anticorpos especificos para a cadela, considerando as

particularidades génicas e moleculares dos biomarcadores da espécie.

Por fim, apesar da diversidade de estudos que utilizam a imunohistoquimica para
deteccao de receptores estrogeno, progesterona ¢ HER2, os resultados, como previamente
explanado, sdo controversos. A imunohistoquimica ainda ¢ uma ferramenta onerosa para a
espécie em estudo, contudo pratica e valiosa, visando prognostico e sobrevida do paciente. Por
1sso, a pesquisa € a amplificacdo do uso desta ferramenta nos tumores mamarios caninos €

indispensavel, assim como, ja € rotina, no cancer de mama na mulher.



33

Referéncias

ABADIE, J. et al. Canine invasive mammary carcinomas as models of human breast cancer.
Part 2: immunophenotypes and prognostic significance. Breast Cancer Research and
Treatment, v. 167, n. 2, p. 459468, 1 jan. 2018. https://doi.org/10.1007/s10549-017-4542-8

ANDRECHEK, E. R.; WHITE, D.; MULLER, W. J. Targeted disruption of ErbB2/Neu in the
mammary epithelium results in impaired ductal outgrowth. Oncogene, v. 24, n. 5, p. 932—
937, 27 jan. 2005. https://doi.org/10.1038/sj.onc.1208230

ARAUJO, M. R. et al. HER-2, EGFR, Cox-2 and Ki67 expression in lymph node metastasis
of canine mammary carcinomas: Association with clinical-pathological parameters and
overall survival. Research in Veterinary Science, v. 106, p. 121-130, jun. 2016.
https://doi.org/10.1016/].rvsc.2016.03.020

BADVE, S. et al. Basal-like and triple-negative breast cancers: a critical review with an
emphasis on the implications for pathologists and oncologists. Modern Pathology: An
Official Journal of the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, v. 24, n.
2, p. 157-167, fev. 2011. https://doi.org/10.1038/modpathol.2010.200

BAUER, K. R. et al. Descriptive analysis of estrogen receptor (ER)-negative, progesterone
receptor (PR)-negative, and HER2-negative invasive breast cancer, the so-called triple-
negative phenotype: a population-based study from the California cancer Registry. Cancer, v.
109, n. 9, p. 1721-1728, 1 maio 2007. https://doi.org/10.1002/cncr.22618

BAZLEY, L. A.; GULLICK, W. J. The epidermal growth factor receptor family. Endocrine-
Related Cancer, v. 12 Suppl 1, p. S17-27, jul. 2005. https://doi.org/10.1677/erc.1.01032

BERTAGNOLLI, A. C. et al. Canine mammary mixed tumours: immunohistochemical
expressions of EGFR and HER-2. Australian Veterinary Journal, v. 89, n. 8, p. 312-317,
ago. 2011. https://doi.org/10.1111/5.1751-0813.2011.00803.x

BERTUCKCI, F. et al. How basal are triple-negative breast cancers? International Journal of
Cancer, v. 123, n. 1, p. 236-240, 1 jul. 2008. https://doi.org/10.1002/ijc.23518

BOYLE, P. Triple-negative breast cancer: epidemiological considerations and
recommendations. Annals of Oncology: Official Journal of the European Society for
Medical Oncology, v. 23 Suppl 6, p. vi7-12, ago. 2012.
https://doi.org/10.1093/annonc/mds187

BURRALI G. P. et al. Investigation of HER2 expression in canine mammary tumors by
antibody-based, transcriptomic and mass spectrometry analysis: is the dog a suitable animal
model for human breast cancer? Tumour Biology: The Journal of the International
Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, v. 36, n. 11, p. 9083-9091, nov.
2015. https://doi.org/10.1007/s13277-015-3661-2

BRAGULLA, H.; KONIG, H.E. Glandula mamaria nos animais domésticos (Mama). In:
KONIG H.E., LIEBICH H.G. Anatomia dos Animais Domésticos: Texto e atlas colorido.
Vol.2 — Orgaos e sistemas. Porto Alegre: Artmed, 2004. p.335-343.

CAREY, L. A. et al. The triple negative paradox: primary tumor chemosensitivity of breast
cancer subtypes. Clinical Cancer Research: An Official Journal of the American


https://doi.org/10.1007/s10549-017-4542-8
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1208230
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2016.03.020
https://doi.org/10.1038/modpathol.2010.200
https://doi.org/10.1002/cncr.22618
https://doi.org/10.1677/erc.1.01032
https://doi.org/10.1111/j.1751-0813.2011.00803.x
https://doi.org/10.1002/ijc.23518
https://doi.org/10.1093/annonc/mds187
https://doi.org/10.1007/s13277-015-3661-2

34

Association for Cancer Research, v. 13, n. 8, p. 2329-2334, 15 abr. 2007.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-1109

CASSALLI G. D. et al. Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine
Mammary Tumors. Brazilian Journal of Veterinary Pathology, v.4, n. 2, p.153-180, 2011.

CASSALLI G. D. et al. Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine
Mammary Tumors - 2013. Brazilian Journal of Veterinary Pathology, v.7, n. 2, p.38-69,
2014.

CASSALI G. D. Patologia mamaria canina, do diagnostico ao tratamento. Sao Paulo:
Medvet, p. 141-149, 2017.

CASSALI G. D. et al. Consensus regarding the diagnosis, prognosis and treatment of canine
mammary tumors: benign mixed tumors, carcinomas in mixed tumors and carcinosarcomas.
Brazilian Journal of Veterinary Pathology, v. 10, n. 3, p. 87-99, 2017.
https://doi.org/10.24070/bjvp.1983-0246.v1013p87-99

CHANG, C.-C. et al. Evaluation of hormone receptor expression for use in predicting survival
of female dogs with malignant mammary gland tumors. Journal of the American
Veterinary Medical Association, v. 235, n. 4, p. 391-396, 15 ago. 2009.
https://doi.org/10.2460/javma.235.4.391

CHEANG, M. C. U. et al. Basal-like breast cancer defined by five biomarkers has superior
prognostic value than triple-negative phenotype. Clinical Cancer Research: An Official

Journal of the American Association for Cancer Research, v. 14, n. 5, p. 1368-1376, 1
mar. 2008. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-07-1658

COUCH, F. J. et al. Inherited mutations in 17 breast cancer susceptibility genes among a large
triple-negative breast cancer cohort unselected for family history of breast cancer. Journal of
Clinical Oncology: Official Journal of the American Society of Clinical Oncology, v. 33,
n. 4, p. 304-311, 1 fev. 2015.

CSERNI, G. et al. Estrogen receptor negative and progesterone receptor positive breast
carcinomas-how frequent are they? Pathology oncology research: POR, v. 17, n. 3, p. 663—
668, set. 2011. https://doi.org/10.1007/s12253-011-9366-y

CUI, X. et al. Biology of progesterone receptor loss in breast cancer and its implications for
endocrine therapy. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the American
Society of Clinical Oncology, v. 23, n. 30, p. 7721-7735, 20 out. 2005.
https://doi.org/10.1200/JCO.2005.09.004

DE LAS MULAS, J. M.; MILLAN, Y.; DIOS, R. A prospective analysis of
immunohistochemically determined estrogen receptor alpha and progesterone receptor
expression and host and tumor factors as predictors of disease-free period in mammary tumors
of the dog. Veterinary Pathology, v. 42, n. 2, p. 200-212, mar. 2005.
https://doi.org/10.1354/vp.42-2-200

DE MAEYER, L. et al. Does Estrogen Receptor—Negative/Progesterone Receptor—Positive
Breast Carcinoma Exist? Journal of Clinical Oncology, v. 26, n. 2, p. 335-336, 10 jan. 2008.
https://doi.org/10.1200/JC0O.2007.14.8411



https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-1109
https://doi.org/10.24070/bjvp.1983-0246.v10i3p87-99
https://doi.org/10.2460/javma.235.4.391
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-07-1658
https://doi.org/10.1007/s12253-011-9366-y
https://doi.org/10.1200/JCO.2005.09.004
https://doi.org/10.1354/vp.42-2-200
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.14.8411

35

DENT, R. et al. Triple-negative breast cancer: clinical features and patterns of recurrence.
Clinical Cancer Research: An Official Journal of the American Association for Cancer
Research, v. 13, n. 15 Pt 1, p. 4429-4434, 1 ago. 2007. https://doi.org/10.1158/1078-
0432.CCR-06-3045

DIAS, M. L. DE M. et al. Survival analysis of female dogs with mammary tumors after
mastectomy: epidemiological, clinical and morphological aspects. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 36, n. 3, p. 181-186, mar. 2016. https://doi.org/10.1590/S0100-
736X2016000300006

DOBSON, J. M. Breed-Predispositions to Cancer in Pedigree Dogs. Research article.

Disponivel em: <https://www.hindawi.com/journals/isrn/2013/941275/>. Acesso em: 25 mar.
2019. https://doi.org/10.1155/2013/941275

DOGAN, B. E. et al. Multimodality imaging of triple receptor-negative tumors with
mammography, ultrasound, and MRI. AJR. American journal of roentgenology, v. 194, n.
4, p. 1160-1166, abr. 2010. https://doi.org/10.2214/AJR.09.2355

DOLKA, I.; KROL, M.; SAPIERZYNSKI, R. Evaluation of apoptosis-associated protein
(Bcl-2, Bax, cleaved caspase-3 and p53) expression in canine mammary tumors: An
immunohistochemical and prognostic study. Research in Veterinary Science, v. 105, p.
124-133, abr. 2016. https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2016.02.004

DUTRA, A. P. et al. c-erbB-2 expression and nuclear pleomorphism in canine mammary
tumors. Brazilian Journal of Medical and Biological Research = Revista Brasileira De
Pesquisas Medicas E Biologicas, v. 37, n. 11, p. 1673—-1681, nov. 2004.
https://doi.org/10.1590/S0100-879X2004001100013

EARP, H. S. et al. Heterodimerization and functional interaction between EGF receptor
family members: a new signaling paradigm with implications for breast cancer research.
Breast Cancer Research and Treatment, v. 35, n. 1, p. 115-132, jul. 1995.
https://doi.org/10.1007/BF00694752

ELSTON, C.W.; ELLIS, I.O. Assessment of Histological Grade. In: Systemic Pathology. 3a
ed. London, Churchill Livingstone, 1998, p.365-384

ELSTON, C. W.; ELLIS, I. O. Pathological prognostic factors in breast cancer. I. The value
of histological grade in breast cancer: experience from a large study with long-term follow-
up. Histopathology, v. 19, n. 5, p. 403410, nov. 1991. https://doi.org/10.1111/].1365-
2559.1991.tb00229.x

ERICKSON, S. L. et al. ErbB3 is required for normal cerebellar and cardiac development: a
comparison with ErbB2-and heregulin-deficient mice. Development (Cambridge, England),
v. 124, n. 24, p. 4999-5011, dez. 1997.

FAN, C. et al. Concordance among gene-expression-based predictors for breast cancer. The
New England Journal of Medicine, v. 355, n. 6, p. 560-569, 10 ago. 2006.
https://doi.org/10.1056/NEJMo0a052933

FERREIRA, E.; CAMPOS, M. R. A.; NAKAGAKI, K. Y. R.; CASSALI, G. D. Marcadores
prognosticos e preditivos no cancer de mama. In: CASSALI G. D. Patologia mamaria
canina, do diagnostico ao tratamento. Sao Paulo: Medvet, p. 141-149, 2017.


https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-3045
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-3045
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2016000300006
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2016000300006
https://doi.org/10.1155/2013/941275
https://doi.org/10.2214/AJR.09.2355
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2016.02.004
https://doi.org/10.1590/S0100-879X2004001100013
https://doi.org/10.1007/BF00694752
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.1991.tb00229.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.1991.tb00229.x
https://doi.org/10.1056/NEJMoa052933

36

FONSECA, C. S.; DALECK, C. R. Neoplasias mamarias em cadelas: influéncia hormonal e
efeitos da ovario-histerectomia como terapia adjuvante. Ciéncia Rural, v. 30, n. 4, p. 731—
735, ago. 2000. https://doi.org/10.1590/S0103-84782000000400030

FOULKES, W. D. et al. Tumor size is an unreliable predictor of prognosis in basal-like breast
cancers and does not correlate closely with lymph node status. Breast Cancer Research and
Treatment, v. 117, n. 1, p. 199-204, set. 2009. https://doi.org/10.1007/s10549-008-0102-6

FRAPPIER, B. Epitélio. In: EURELL, J.A.; FRAPPIER, B. Histologia Veterinaria de
Dellmann. Barueri, Brasil: Manole, 2012, p. 25-30.

FUQUA, S. A. et al. Variant human breast tumor estrogen receptor with constitutive
transcriptional activity. Cancer Research, v. 51, n. 1, p. 105-109, 1 jan. 1991.

GAMA, A.; ALVES, A.; SCHMITT, F. Identification of molecular phenotypes in canine
mammary carcinomas with clinical implications: application of the human classification.
Virchows Archiv: An International Journal of Pathology, v. 453, n. 2, p. 123132, ago.
2008. https://doi.org/10.1007/s00428-008-0644-3

GAMBA, C. O.; FERREIRA, E.; SALGADO, B. S.; et al. Neoplasias malignas. In:
CASSALL G. D. Patologia mamaria canina, do diagnostico ao tratamento. Sao Paulo:
Medvet, p. 91-116, 2017.GOLDSCHMIDT, M. et al. Classification and grading of canine
mammary tumors. Veterinary Pathology, v. 48, n. 1, p. 117-131, jan. 2011.
https://doi.org/10.1177/0300985810393258

GOLDSCHMIDT, M. H.; PENA, L.; ZAPPULLI, V. Tumours of th mammary gland. In:
Tumors in domestic animals. 5% ed. New Jersey: Wiley-Blackwell, 2017. p. 723-765.
https://doi.org/10.1177/0300985810393258

GOLDSCHMIDT, M. et al. Classification and grading of canine mammary tumors.
Veterinary Pathology, v. 48, n. 1, p. 117-131, jan. 2011.
https://doi.org/10.1177/0300985810393258

GORSKI, J. J. et al. BRCALI transcriptionally regulates genes associated with the basal-like
phenotype in breast cancer. Breast Cancer Research and Treatment, v. 122, n. 3, p. 721-
731, ago. 2010.

GORDEN, P.J.; TIMMS, L.L. Lactagdo. In: WILLIAN, O.R. Dukes, Fisiologia dos animais
domésticos. 13" ed. Rio de Janeiro, Brasil: Guanabara Koogan, 2017, p.681-683.

GUNDIM, L. F. et al. Clinical staging in bitches with mammary tumors: Influence of type
and histological grade. Canadian Journal of Veterinary Research = Revue Canadienne De
Recherche Veterinaire, v. 80, n. 4, p. 318-322, out. 2016.

GUTIERREZ, C.; SCHIFF, R. HER2: biology, detection, and clinical implications. Archives
of Pathology & Laboratory Medicine, v. 135, n. 1, p. 55-62, jan. 2011.

HAFFTY, B. G. et al. Locoregional relapse and distant metastasis in conservatively managed
triple negative early-stage breast cancer. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of
the American Society of Clinical Oncology, v. 24, n. 36, p. 5652-5657, 20 dez. 2006.
https://doi.org/10.1200/JCO.2006.06.5664



https://doi.org/10.1590/S0103-84782000000400030
https://doi.org/10.1007/s10549-008-0102-6
https://doi.org/10.1007/s00428-008-0644-3
https://doi.org/10.1177/0300985810393258
https://doi.org/10.1177/0300985810393258
https://doi.org/10.1177/0300985810393258
https://doi.org/10.1200/JCO.2006.06.5664

37

HAMMOND, M. E. H. et al. American Society of Clinical Oncology/College of American
Pathologists guideline recommendations for immunohistochemical testing of estrogen and
progesterone receptors in breast cancer (unabridged version). Archives of Pathology &
Laboratory Medicine, v. 134, n. 7, p. €48-72, jul. 2010.

HENDERSON, B. E.; ROSS, R. K.; PIKE, M. C. Hormonal chemoprevention of cancer in
women. Science (New York, N.Y.), v. 259, n. 5095, p. 633—638, 29 jan. 1993.
https://doi.org/10.1126/science.8381558

HERBST, R. S. Review of epidermal growth factor receptor biology. International Journal
of Radiation Oncology, Biology, Physics, v. 59, n. 2 Suppl, p. 21-26, 2004.
https://doi.org/10.1016/].1jrobp.2003.11.041

HOSEY, A. M. et al. Molecular basis for estrogen receptor alpha deficiency in BRCA1-linked

breast cancer. Journal of the National Cancer Institute, v. 99, n. 22, p. 1683—1694, 21 nov.
2007.

HSU, W.-L. et al. Increased survival in dogs with malignant mammary tumours
overexpressing HER-2 protein and detection of a silent single nucleotide polymorphism in the
canine HER-2 gene. Veterinary Journal (London, England: 1997), v. 180, n. 1, p. 116123,
abr. 2009. https://doi.org/10.1016/5.tvj1.2007.10.013

INTERNATIONAL COMMITTEE ON VETERINARY GROSS ANATOMICAL
NOMENCLATURE. Nomina anatomica veterinaria. 6. ed. Hanover: ICVGAN Editorial
Committee, 2017. 178p.

IM, K. S. et al. Analysis of a new histological and molecular-based classification of canine
mammary neoplasia. Veterinary Pathology, v. 51, n. 3, p. 549-559, maio 2014.
https://doi.org/10.1177/0300985813498780

IWAO, K. et al. Quantitative analysis of estrogen receptor-a and - messenger RNA
expression in breast carcinoma by real-time polymerase chain reaction. Cancer, v. 89, n. 8, p.
1732-1738, 2000. https://doi.org/10.1002/1097-0142(20001015)89:8%3C1732::AlID-
CNCR13%3E3.0.CO:2-2

JONES, F. E.; STERN, D. F. Expression of dominant-negative ErbB2 in the mammary gland
of transgenic mice reveals a role in lobuloalveolar development and lactation. Oncogene, v.
18, n. 23, p. 3481-3490, 10 jun. 1999. https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1202698

JUMPPANEN, M. et al. Basal-like phenotype is not associated with patient survival in
estrogen-receptor-negative breast cancers. Breast cancer research: BCR, v. 9, n. 1, p. R16,
2007. https://doi.org/10.1186/bcr1649

KALLIONIEMI, O. P. et al. ERBB2 amplification in breast cancer analyzed by fluorescence
in situ hybridization. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 89, n. 12, p. 5321-5325, 15 jun. 1992.
https://doi.org/10.1073/pnas.89.12.5321

KAMIGUCHI, E.; MOREIRA. Mammary Neoplasms in Female Dogs: Identification of
Cytopathological Criteria for Malignancy. Journal of Cytology & Histology, v. 07, n. 01,
2015. https://doi.org/10.4172/2157-7099.1000392



https://doi.org/10.1126/science.8381558
https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2003.11.041
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2007.10.013
https://doi.org/10.1177/0300985813498780
https://doi.org/10.1002/1097-0142(20001015)89:8%3C1732::AID-CNCR13%3E3.0.CO;2-2
https://doi.org/10.1002/1097-0142(20001015)89:8%3C1732::AID-CNCR13%3E3.0.CO;2-2
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1202698
https://doi.org/10.1186/bcr1649
https://doi.org/10.1073/pnas.89.12.5321
https://doi.org/10.4172/2157-7099.1000392

38

KARAYANNOPOULOU, M. et al. Histological grading and prognosis in dogs with
mammary carcinomas: application of a human grading method. Journal of Comparative
Pathology, v. 133, n. 4, p. 246252, nov. 2005. https://doi.org/10.1016/.jcpa.2005.05.003

KAYA, H. et al. Her-2/neu gene amplification compared with HER-2/neu protein
overexpression on ultrasound guided core-needle biopsy specimens of breast carcinoma.
Pathology oncology research: POR, v. 7, n. 4, p. 279-283, 2001.
https://doi.org/10.1007/BF03032384

KIM, H.-W. et al. Breed- and age-related differences in canine mammary tumors. Canadian
Journal of Veterinary Research, v. 80, n. 2, p. 146155, abr. 2016.

KIM, J. H. et al. Expression of HER-2 and nuclear localization of HER-3 protein in canine
mammary tumors: histopathological and immunohistochemical study. Veterinary Journal
(London, England: 1997), v. 189, n. 3, p. 318-322, set. 2011.
https://doi.org/10.1016/].tvjl.2010.08.012

KIM, N. H. et al. Identification of triple-negative and basal-like canine mammary carcinomas
using four basal markers. Journal of Comparative Pathology, v. 148, n. 4, p. 298-306, maio
2013. https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2012.08.009

KIM, N.-H. et al. Evaluation of Clinicopathological Characteristics and Oestrogen Receptor
Gene Expression in Oestrogen Receptor-negative, Progesterone Receptor-positive Canine
Mammary Carcinomas. Journal of Comparative Pathology, v. 151, n. 1, p. 42-50, 1 jul.
2014. https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2014.04.001

KLEIN, B.G. Reprodugdo e lactacao. In: KLEIN, B.G. Cunningham Tratado de Fisiologia
Veterinaria. 5% ed. Rio de Janeiro, Brasil: Elsevier, 2014, p.440-448.

KOJIMA, H. et al. Apoptosis of pregnancy-dependent mammary tumor and transplantable
pregnancy-dependent mammary tumor in mice. Cancer Letters, v. 110, n. 1-2, p. 113-121,
20 dez. 1996. https://doi.org/10.1016/S0304-3835(96)04469-2

KONECNY, G. et al. Quantitative association between HER-2/neu and steroid hormone
receptors in hormone receptor-positive primary breast cancer. Journal of the National
Cancer Institute, v. 95, n. 2, p. 142—-153, 15 jan. 2003. https://doi.org/10.1093/jnc1/95.2.142

KREIKE, B. et al. Gene expression profiling and histopathological characterization of triple-
negative/basal-like breast carcinomas. Breast cancer research: BCR, v. 9, n. 5, p. R65,
2007. https://doi.org/10.1186/bcr1771

LAVALLE, G. E. et al. Canine malignant mammary gland neoplasms with advanced clinical
staging treated with carboplatin and cyclooxygenase inhibitors. In Vivo (Athens, Greece), v.
26, n. 3, p. 375-379, jun. 2012.

LIM, H.-Y. et al. Effects of Obesity and Obesity-Related Molecules on Canine Mammary
Gland Tumors. Veterinary Pathology, v. 52, n. 6, p. 1045-1051, nov. 2015.
https://doi.org/10.1177/0300985815579994

LIN, N. U. et al. Clinicopathologic features, patterns of recurrence, and survival among
women with triple-negative breast cancer in the National Comprehensive Cancer Network.
Cancer, v. 118, n. 22, p. 5463-5472, 15 nov. 2012a. https://doi.org/10.1002/cncr.27581



https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2005.05.003
https://doi.org/10.1007/BF03032384
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2010.08.012
https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2012.08.009
https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2014.04.001
https://doi.org/10.1016/S0304-3835(96)04469-2
https://doi.org/10.1093/jnci/95.2.142
https://doi.org/10.1186/bcr1771
https://doi.org/10.1177/0300985815579994
https://doi.org/10.1002/cncr.27581

39

LUIZ, C. R.; MIGLINO, M. A.; SANTOS, T. C. SEGMENTOS ANATOMO-CIRURGICOS
ARTERIAIS DA GLANDULA MAMARIA EM CAES (Canis familiaris, Linnaeus, 1758).
Archives of Veterinary Science, v. 7, n. 1, 2002. https://doi.org/10.5380/avs.v711.3965

MANEE-IN, S. et al. The number of ERa and PR in the mammary glands of bitches with and
without tumor mass using immunohistochemical assay. Comparative Clinical Pathology, v.
18, n. 3, p. 221, 26 nov. 2008. https://doi.org/10.1007/s00580-008-0786-3

MARTIN DE LAS MULAS, J. et al. Oncogene HER-2 in canine mammary gland
carcinomas: an immunohistochemical and chromogenic in situ hybridization study. Breast
Cancer Research and Treatment, v. 80, n. 3, p. 363-367, ago. 2003.
https://doi.org/10.1023/A:1024929730165

MARTINS, L.R.; LOPES, M.D. Pseudociese canina. Revista Brasileira de Reproducio
Animal, v.29, n. 3/4, p.137-141, jul./dez. 2005.

MATOS, L. et al. p63, cytokeratin 5, and P-cadherin: three molecular markers to distinguish
basal phenotype in breast carcinomas. Virchows Archiv: An International Journal of
Pathology, v. 447, n. 4, p. 688—694, out. 2005. https://doi.org/10.1007/s00428-005-0010-7

MCGUIRE, W. L.; CHAMNESS, G. C.; FUQUA, S. A. Estrogen receptor variants in clinical
breast cancer. Molecular Endocrinology (Baltimore, Md.), v. 5, n. 11, p. 1571-1577, nov.
1991. https://doi.org/10.1210/mend-5-11-1571

MILLANTA, F. et al. Comparison of steroid receptor expression in normal, dysplastic, and
neoplastic canine and feline mammary tissues. Research in Veterinary Science, v. 79, n. 3,
p. 225-232, dez. 2005. https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2005.02.002

MISDORP, W.; ELSE, R.W.; HELLMEN, E.; LIPSCOMB, T.P. Histological classification of
mammary tumors of the dog and cat. In: International Histological Classification of

Tumors of Domestic Animals. 2% Serie, v.7. World Health Organization, Geneva,
Switzerland. p.63-64, 1999.

MISDORP, M. Tumours of the mammary gland. In: Tumeors in Domestic Animals. 4° ed.
Iowa States California: Blackwell Publishing Company, 2002. p. 575-606.
https://doi.org/10.1002/9780470376928.ch12

MISDORP, W. et al. Canine malignant mammary tumours. I. Sarcomas. Veterinary
Pathology, v. 8, n. 2, p. 99-117, 1971. https://doi.org/10.1177/030098587100800202

MISDORP, W. et al. Canine Malignant Mammary Tumours II. Adenocarcinomas, Solid
Carcinomas and Spindle Cell Carcinomas. Veterinary Pathology, v. 9, n. 6, p. 447-470, nov.
1972. https://doi.org/10.1177/030098587200900605

MISDORP, W. et al. Canine malignant mammary tumors. 3. Special types of carcinomas,
malignant mixed tumors. Veterinary Pathology, v. 10, n. 3, p. 241-256, 1973.
https://doi.org/10.1177/030098587301000307

MOELANS, C. B. et al. Current technologies for HER2 testing in breast cancer. Critical
Reviews in Oncology/Hematology, v. 80, n. 3, p. 380-392, dez. 2011.
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2010.12.005



https://doi.org/10.5380/avs.v7i1.3965
https://doi.org/10.1007/s00580-008-0786-3
https://doi.org/10.1023/A:1024929730165
https://doi.org/10.1007/s00428-005-0010-7
https://doi.org/10.1210/mend-5-11-1571
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2005.02.002
https://doi.org/10.1002/9780470376928.ch12
https://doi.org/10.1177/030098587100800202
https://doi.org/10.1177/030098587200900605
https://doi.org/10.1177/030098587301000307
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2010.12.005

40

MUHAMMADNEJAD, A. et al. Overexpression of her-2/neu in malignant mammary tumors;
translation of clinicopathological features from dog to human. Asian Pacific journal of
cancer prevention: APJCP, v. 13, n. 12, p. 64156421, 2012.
https://doi.org/10.7314/APJCP.2012.13.12.6415

MULDOON, T. G. Interplay between estradiol and prolactin in the regulation of steroid
hormone receptor levels, nature, and functionality in normal mouse mammary tissue.
Endocrinology, v. 109, n. 5, p. 1339-1346, nov. 1981. https://doi.org/10.1210/endo-109-5-
1339

MURUA ESCOBAR, H. et al. The canine ERBB2 gene maps to a chromosome region
frequently affected by aberrations in tumors of the dog (Canis familiaris). Cytogenetics and
Cell Genetics, v. 94, n. 3—4, p. 194-195, 2001. https://doi.org/10.1159/000048815

NADIJI, M. et al. Immunohistochemistry of estrogen and progesterone receptors reconsidered:
experience with 5,993 breast cancers. American Journal of Clinical Pathology, v. 123, n. 1,
p- 21-27, jan. 2005. https://doi.org/10.1309/4WV7IN2GHJ3X 1841

NEWMAN, L. A. et al. The 2014 Society of Surgical Oncology Susan G. Komen for the Cure
Symposium: triple-negative breast cancer. Annals of Surgical Oncology, v. 22, n. 3, p. 874—
882, mar. 2015. https://doi.org/10.1245/s10434-014-4279-0

NIELSEN, T. O. et al. Immunohistochemical and clinical characterization of the basal-like
subtype of invasive breast carcinoma. Clinical Cancer Research: An Official Journal of
the American Association for Cancer Research, v. 10, n. 16, p. 5367-5374, 15 ago. 2004.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-0220

NIETO, A. et al. Immunohistologic detection of estrogen receptor alpha in canine mammary
tumors: clinical and pathologic associations and prognostic significance. Veterinary
Pathology, v. 37, n. 3, p. 239-247, maio 2000. https://doi.org/10.1354/vp.37-3-239

OLIVEIRA FILHO, J. C. et al. Estudo retrospectivo de 1.647 tumores mamarios em caes.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 30, n. 2, p. 177185, fev. 2010.
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2010000200014

OSBORNE, C. K. et al. Endocrine responsiveness: understanding how progesterone receptor
can be used to select endocrine therapy. Breast (Edinburgh, Scotland), v. 14, n. 6, p. 458—
465, dez. 2005. https://doi.org/10.1016/j.breast.2005.08.024

PALMA, G. et al. Triple negative breast cancer: looking for the missing link between biology
and treatments. Oncotarget, v. 6, n. 29, p. 26560-26574, 29 set. 2015.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.5306

PELETEIRO, M.C. Tumores mamarios na cadela e na gata. Revista Portuguesa de Ciéncias
Veterindrias, v.89, n.509, p.10-29, 1994.

PENA, L. et al. Canine mammary tumors: a review and consensus of standard guidelines on
epithelial and myoepithelial phenotype markers, HER2, and hormone receptor assessment
using immunohistochemistry. Veterinary Pathology, v. 51, n. 1, p. 127-145, jan. 2014.
https://doi.org/10.1177/0300985813509388



https://doi.org/10.7314/APJCP.2012.13.12.6415
https://doi.org/10.1210/endo-109-5-1339
https://doi.org/10.1210/endo-109-5-1339
https://doi.org/10.1159/000048815
https://doi.org/10.1309/4WV79N2GHJ3X1841
https://doi.org/10.1245/s10434-014-4279-0
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-0220
https://doi.org/10.1354/vp.37-3-239
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2010000200014
https://doi.org/10.1016/j.breast.2005.08.024
https://doi.org/10.18632/oncotarget.5306
https://doi.org/10.1177/0300985813509388

41

PEREIRA, C. T. et al. Lymphatic drainage on healthy and neoplasic mammary glands in
female dogs: can it really be altered? Anatomia, Histologia, Embryologia, v. 32, n. 5, p.
282-290, out. 2003. https://doi.org/10.1046/].1439-0264.2003.00485.x

PEROU, C. M. et al. Molecular portraits of human breast tumours. Nature, v. 406, n. 6797, p.
747-752, 17 ago. 2000. https://doi.org/10.1038/35021093

RAKHA, E. A. et al. Morphological and immunophenotypic analysis of breast carcinomas
with basal and myoepithelial differentiation. The Journal of Pathology, v. 208, n. 4, p. 495—
506, mar. 2006. https://doi.org/10.1002/path.1916

RAKHA, E. A. et al. Biologic and clinical characteristics of breast cancer with single
hormone receptor positive phenotype. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the
American Society of Clinical Oncology, v. 25, n. 30, p. 47724778, 20 out. 2007.
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.12.2747

RAKHA, E. A.; ELLIS, L. O. Triple-negative/basal-like breast cancer: review. Pathology, v.
41, n. 1, p. 40-47, 1 jan. 2009. https://doi.org/10.1080/00313020802563510

RAKHA, E. A.; REIS-FILHO, J. S.; ELLIS, I. O. Basal-like breast cancer: a critical review.
Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the American Society of Clinical
Oncology, v. 26, n. 15, p. 2568-2581, 20 maio 2008.
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.13.1748

RASOTTO, R. et al. Prognostic Significance of Canine Mammary Tumor Histologic
Subtypes: An Observational Cohort Study of 229 Cases. Veterinary Pathology, v. 54, n. 4, p.
571-578, 2017. https://doi.org/10.1177/0300985817698208

REIS-FILHO, J. S.; TUTT, A. N. J. Triple negative tumours: a critical review.
Histopathology, v. 52, n. 1, p. 108—118, jan. 2008. https://doi.org/10.1111/.1365-
2559.2007.02889.x

REESE, S.; BUDRAS, K.-D.; MULLING, Chr.; BRAGULLA, H.; KONIG, H.E. Tegumento
Comum. In: KONIG, H.E.; LIEBICH, H-G. Anatomia dos animais domésticos — Texto e
atlas colorido. 6® ed. Porto Alegre: Artmed, 2016, p. 615-630.

RESSEL, L. et al. HER-2 expression in canine morphologically normal, hyperplastic and
neoplastic mammary tissues and its correlation with the clinical outcome. Research in
Veterinary Science, v. 94, n. 2, p. 299-305, abr. 2013.
https://doi.org/10.1016/].rvsc.2012.09.016

RIBAS, C. R. et al. Alteragdes Clinicas, Epidemiolédgicas, Citologicas, Histologicas e
Estadiamento de Caes com Neoplasias Mamarias. Archives of Veterinary Science, v. 17, n.
1, 2 jul. 2012. https://doi.org/10.5380/avs.v17i1.24107

ROSS, J. S.; FLETCHER, J. A. The HER-2/neu oncogene in breast cancer: prognostic factor,
predictive factor, and target for therapy. Stem Cells (Dayton, Ohio), v. 16, n. 6, p. 413-428,
1998. https://doi.org/10.1002/stem.160413



https://doi.org/10.1046/j.1439-0264.2003.00485.x
https://doi.org/10.1038/35021093
https://doi.org/10.1002/path.1916
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.12.2747
https://doi.org/10.1080/00313020802563510
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.13.1748
https://doi.org/10.1177/0300985817698208
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2007.02889.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2007.02889.x
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2012.09.016
https://doi.org/10.5380/avs.v17i1.24107
https://doi.org/10.1002/stem.160413

42

ROUZIER, R. et al. Breast cancer molecular subtypes respond differently to preoperative
chemotherapy. Clinical Cancer Research: An Official Journal of the American
Association for Cancer Research, v. 11, n. 16, p. 5678-5685, 15 ago. 2005.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-2421

RUNGSIPIPAT, A. et al. Immunohistochemical analysis of c-yes and c-erbB-2 oncogene
products and p53 tumor suppressor protein in canine mammary tumors. The Journal of
Veterinary Medical Science, v. 61, n. 1, p. 27-32, jan. 1999.
https://doi.org/10.1292/jvms.61.27

RUTTEMAN, G. R.; WITHROW, S. J.; MacEWEN, E. G. Tumors of the mammary gland.
In: WITHROW, S. J.; MacEWEN, E. G. Small Animal Clinical Oncology. 3. ed.
Philadelphia: W. B. Saunders Company, 2001. p. 455-477.

SAMUELSON, D.A. Tratado de Histologia Veterinaria. 1.ed. Sdo Paulo: Elsevier, 2007,
p.544.

SASSI, F. et al. Molecular-based tumour subtypes of canine mammary carcinomas assessed
by immunohistochemistry. BMC Veterinary Research, v. 6, p. 5, 28 jan. 2010.
https://doi.org/10.1186/1746-6148-6-5

SCHNEIDER, B. P. et al. Triple-negative breast cancer: risk factors to potential targets.
Clinical Cancer Research: An Official Journal of the American Association for Cancer
Research, v. 14, n. 24, p. 8010-8018, 15 dez. 2008.

SCHNEIDER, R.; DORN, C. R.; TAYLOR, D. O. Factors influencing canine mammary
cancer development and postsurgical survival. Journal of the National Cancer Institute, v.
43, n. 6, p. 1249-1261, dez. 1969.

SEOL, H. et al. Intratumoral heterogeneity of HER2 gene amplification in breast cancer: its
clinicopathological significance. Modern Pathology: An Official Journal of the United
States and Canadian Academy of Pathology, Inc, v. 25, n. 7, p. 938-948, jul. 2012.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.36

SHAO, W.; BROWN, M. Advances in estrogen receptor biology: prospects for improvements
in targeted breast cancer therapy. Breast Cancer Research, v. 6, n. 1, p. 39-52, 2004.
https://doi.org/10.1186/bcr742

SILVA, A. E. DA; SERAKIDES, R.; CASSALI G. D. Carcinogénese hormonal e neoplasias
hormdnio-dependentes. Ciéncia Rural, v. 34, n. 2, p. 625-633, abr. 2004.
https://doi.org/10.1590/S0103-84782004000200048

SINGER, J. et al. Comparative oncology: ErbB-1 and ErbB-2 homologues in canine cancer
are susceptible to cetuximab and trastuzumab targeting. Molecular Immunology, v. 50, n. 4,
p. 200209, abr. 2012. https://doi.org/10.1016/j.molimm.2012.01.002

SLAMON, D. J. et al. Human breast cancer: correlation of relapse and survival with
amplification of the HER-2/neu oncogene. Science (New York, N.Y.), v. 235, n. 4785, p.
177-182, 9 jan. 1987. https://doi.org/10.1126/science.3798106



https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-2421
https://doi.org/10.1292/jvms.61.27
https://doi.org/10.1186/1746-6148-6-5
https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.36
https://doi.org/10.1186/bcr742
https://doi.org/10.1590/S0103-84782004000200048
https://doi.org/10.1016/j.molimm.2012.01.002
https://doi.org/10.1126/science.3798106

43

SLAMON, D. J. et al. Studies of the HER-2/neu proto-oncogene in human breast and ovarian
cancer. Science (New York, N.Y.), v. 244, n. 4905, p. 707-712, 12 maio 1989.
https://doi.org/10.1126/science.2470152

SLEECKX, N. et al. Canine mammary tumours, an overview. Reproduction in Domestic
Animals = Zuchthygiene, v. 46, n. 6, p. 1112-1131, dez. 2011.
https://doi.org/10.1111/5.1439-0531.2011.01816.x

SOARES, N. P. et al. Prognostic Factors in Canine Mammary Carcinomas and HER2
Expression Relationship. Acta Scientiae Veterinariae, v. 45, n. 1, p. 9, 9 jun. 2017.
https://doi.org/10.22456/1679-9216.79791

SORENMO, K. Canine mammary gland tumors. Veterinary Clinics: Small Animal
Practice, v. 33, n. 3, p. 573-596, 1 maio 2003. https://doi.org/10.1016/S0195-
5616(03)00020-2

SORENMO, K. U. et al. Canine mammary gland tumours; a histological continuum from
benign to malignant; clinical and histopathological evidence. Veterinary and Comparative
Oncology, v. 7, n. 3, p. 162—172, set. 2009. . https://doi.org/10.1111/].1476-
5829.2009.00184.x

SORENMO, K. U. et al. Development, anatomy, histology, lymphatic drainage, clinical
features, and cell differentiation markers of canine mammary gland neoplasms. Veterinary
Pathology, v. 48, n. 1, p. 85-97, jan. 2011 https://doi.org/10.1177/0300985810389480

SORENMO, K.U.; WORLEY, D.R; GOLDSCHMIDT, M.H. Tumors of the mammary gland.
In: WITHROW, S.J.; MACEWEN'S, E.G. Small animal clinical oncology, 5%d. Elsevier
Saunders: St. Louis, Missouri, p.538-556, 2013. https://doi.org/10.1016/B978-1-4377-2362-
5.00027-X

SORLIE, T. et al. Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor subclasses
with clinical implications. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 98, n. 19, p. 10869-10874, 11 set. 2001.
https://doi.org/10.1073/pnas.191367098

SOTIRIOU, C. et al. Breast cancer classification and prognosis based on gene expression
profiles from a population-based study. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, v. 100, n. 18, p. 10393-10398, 2 set. 2003.
https://doi.org/10.1073/pnas.1732912100

TAN, D. S. P. et al. Triple negative breast cancer: molecular profiling and prognostic impact
in adjuvant anthracycline-treated patients. Breast Cancer Research and Treatment, v. 111,
n. 1, p. 2744, set. 2008. https://doi.org/10.1007/s10549-007-9756-8

TYLER, J. Exame clinico das glandulas mamarias. In: RADOSTITS, O.M.; MAYHEW,
[.G.J.; HOUSTON, D.M. Exame clinico e diagnostico em veterinaria. Rio de Janeiro,
Brasil: Guanabara Koogan, 2002, p. 572-578.

THAKKAR, J. P.; MEHTA, D. G. A review of an unfavorable subset of breast cancer:
estrogen receptor positive progesterone receptor negative. The Oncologist, v. 16, n. 3, p.
276-285, 2011. https://doi.org/10.1634/theoncologist.2010-0302



https://doi.org/10.1126/science.2470152
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2011.01816.x
https://doi.org/10.22456/1679-9216.79791
https://doi.org/10.1016/S0195-5616(03)00020-2
https://doi.org/10.1016/S0195-5616(03)00020-2
https://doi.org/10.1111/j.1476-5829.2009.00184.x
https://doi.org/10.1111/j.1476-5829.2009.00184.x
https://doi.org/10.1177/0300985810389480
https://doi.org/10.1016/B978-1-4377-2362-5.00027-X
https://doi.org/10.1016/B978-1-4377-2362-5.00027-X
https://doi.org/10.1073/pnas.191367098
https://doi.org/10.1073/pnas.1732912100
https://doi.org/10.1007/s10549-007-9756-8
https://doi.org/10.1634/theoncologist.2010-0302

44

TORIBIO, J. M. DE M. L. et al. Caracterizago clinica, diagndstico histopatologico e
distribuicdo geografica das neoplasias mamarias em cadelas de salvador, Bahia. Revista
Ceres, p. 427-433, 1 dez. 2012. https://doi.org/10.1590/S0034-737X2012000400001

TURNER, N. C. et al. BRCA1 dysfunction in sporadic basal-like breast cancer. Oncogene, v.
26, n. 14, p. 2126-2132, 29 mar. 2007. https://doi.org/10.1038/nrc1457

TURNER, N.; TUTT, A.; ASHWORTH, A. Hallmarks of “BRCAness” in sporadic cancers.
Nature Reviews. Cancer, v. 4, n. 10, p. 814-819, 2004. https://doi.org/10.1038/nrc1457

VANCE, G. H. et al. Genetic heterogeneity in HER2 testing in breast cancer: panel summary
and guidelines. Archives of Pathology & Laboratory Medicine, v. 133, n. 4, p. 611-612,
abr. 2009.

VAN DE RIJN, M. et al. Expression of Cytokeratins 17 and 5 Identifies a Group of Breast
Carcinomas with Poor Clinical Outcome. The American Journal of Pathology, v. 161, n. 6,
p- 1991-1996, dez. 2002. https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64476-8

VARALLO, G. R. [UNESP. Classificacao fenotipica prognostica para neoplasmas mamarios
em cadelas. 16 nov. 2016.

VLAHOVIC, G.; CRAWFORD, J. Activation of tyrosine kinases in cancer. The Oncologist,
v. 8, n. 6, p. 531-538, 2003. https://doi.org/10.1634/theoncologist.8-6-531

WALKER, R. A. Immunohistochemical markers as predictive tools for breast cancer.
Journal of Clinical Pathology, v. 61, n. 6, p. 689—-696, jun. 2008.
https://doi.org/10.1136/jcp.2006.041830

WIEDUWILT, M. J.; MOASSER, M. M. The epidermal growth factor receptor family:
biology driving targeted therapeutics. Cellular and molecular life sciences: CMLS, v. 65, n.
10, p. 1566—1584, maio 2008. https://doi.org/10.1007/s00018-008-7440-8

WOLFF, A. C. et al. American Society of Clinical Oncology/College of American
Pathologists guideline recommendations for human epidermal growth factor receptor 2 testing
in breast cancer. Archives of Pathology & Laboratory Medicine, v. 131, n. 1, p. 1843,
2007.

WOLFF, A. C. et al. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing in Breast Cancer:
American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists Clinical Practice
Guideline Focused Update. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the
American Society of Clinical Oncology, v. 36, n. 20, p. 2105-2122, 10 jul. 2018.

YAMASHITA, H. et al. Immunohistochemical evaluation of hormone receptor status for
predicting response to endocrine therapy in metastatic breast cancer. Breast Cancer (Tokyo,
Japan), v. 13, n. 1, p. 74-83, 2006. https://doi.org/10.2325/jbcs.13.74

YANG, X. R. et al. Differences in risk factors for breast cancer molecular subtypes in a
population-based study. Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention: A Publication
of the American Association for Cancer Research, Cosponsored by the American
Society of Preventive Oncology, v. 16, n. 3, p. 439443, mar. 2007.
https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-06-0806



https://doi.org/10.1590/S0034-737X2012000400001
https://doi.org/10.1038/nrc1457
https://doi.org/10.1038/nrc1457
https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64476-8
https://doi.org/10.1634/theoncologist.8-6-531
https://doi.org/10.1136/jcp.2006.041830
https://doi.org/10.1007/s00018-008-7440-8
https://doi.org/10.2325/jbcs.13.74
https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-06-0806

45

ZUCCARI, D. A. P. C. et al. Avaliagdo imuno-histoquimica do gene p53 nas neoplasias
mamadrias caninas. Ars Veterinaria, v. 21, n. 3, p. 344-350, 14 maio 2008.

ZUCCARI, D.A.P.C., SANTANA, A.E., ROCHA, N.S. Fisiopatologia da neoplasia mamaria
em cadelas — revisdo. Clinica Veterinaria, n. 32, p. 50-54, 2001.



46

CAPITULO 2 - Sobrevida de cadelas com carcinoma mamario: influéncia de

variaveis clinicopatologicas e expressiao de receptores de estrogeno (ERa)
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Sobrevida de cadelas com carcinoma mamario: influéncia de varidveis clinicopatologicas e
expressao de receptores de estrogeno (ERa)
Survival of bitches with mammary carcinoma: influence of clinicopathological variables and

estrogen expression (ERa)

Resumo:

A glandula mamaria ¢ frequentemente acometida por neoplasias, sendo que os tumores mamarios
representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas. A
influéncia hormonal tem papel importante na carcinogénese de neoplasias mamarias em cadelas. Em
cadelas, a expressdo de receptores de estrogeno (RE) também ¢ considerada fator progndstico.
Objetivou-se verificar a expressio de REa em carcinomas mamarios e correlaciond-la com
caracteristicas clinicopatologicas, sobrevida global, intervalo livre de doenga e tempo de
desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas. Foram incluidas neste estudo 84 cadelas.
Elas foram submetidas a exame radiografico e de ultrassonografia, para avaliagio de metastases
pulmonares e a distancia, ¢ que realizaram exérese cirargica como tratamento para o tumor de mama
(mastectomia unilateral total ou bilateral total). As amostras de neoplasias mamarias foram avaliadas
quanto ao tipo histologico e quanto a expressdo de REa por meio de imunohistoquimica. Realizou-se a
avaliagdo do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doenga (ILD) e o tempo de
desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o tempo pds
mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo pds 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. A média de idade das cadelas também influenciou a SG sendo que
cadelas mais velhas apresentaram menor tempo de sobrevida (p=0,02). Carcinomas com menor grau
histolégico expressaram REa com maior frequéncia (p=0,042). A avaliagdo isolada deste marcador
molecular ndo ¢ considerada um bom fator de prognoéstico quando se considera sobrevida global, tempo

livre de doenga e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente.

Palavras chave: cao, fator de risco, hormonios sexuais, mama, neoplasia.

Abstract:

The mammary gland is generally affected by neoplasms, and the 50 to 70% of canine mammary tumours,
diagnosed in adult or intact female dogs, are malignancies. The hormonal influence plays an important
role in the carcinogenesis of mammary neoplasms in bitches. In bitches, the expression of estrogen
receptors (ER) is also considered a prognostic factor. The objective of this study was to verify the
expression of REa in mammary carcinomas and to correlate it with clinicopathological characteristics,
overall survival, disease-free interval and time of tumor development in remaining mammary gland in

bitches. 84 bitches were included in this study. The radiographic and ultrasound examination were
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performed in orden to verify metastases in lung and distal metastases (nodal). The surgical excision was
the treatment for the mammary tumor (total or bilateral unilateral mastectomy). Samples of mammary
neoplasms were evaluated for histological type and the expression of REo by means of
immunohistochemistry. Evaluation of overall survival (OS), disease-free survival (DFS) and time to
tumor development in remaining breast (TDTMR) was performed. ST was defined as time after
mastectomy up to the date of death; the DFS was the time after mastectomy until the development of
recurrence or metastasis, and the TDTMR was determined as the time after mastectomy until the
appearance of tumor in the remaining mammary gland. The mean age of bitches also influenced OS,
with older dogs showing a shorter survival time (p = 0.02). Carcinomas with lower-grade histological
tumors expressed REa with higher frequency (p = 0.042). The isolated evaluation of this molecular
marker is not considered a good prognostic factor when correlated to overall survival, disease-free

survival and tumor development time in the remaining mammary gland.

Key words: dog, mammary gland, neoplasm, risk factor, sex hormones.

Introducao

A glandula mamaria é frequentemente acometida por neoplasias, sendo que os tumores
mamarios representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas
(GODSCHMIDT et al., 2017; SORENMO et al., 2011). A influéncia hormonal (estrégeno e
progesterona) tem papel importante na carcinogénese de neoplasias mamarias em cadelas (SORENMO
et al., 2011; TOLEDO et al., 2016) e seu efeito pode ser comprovado pelo fato de que a esterilizagdo
antes da puberdade reduz em mais de 95% o risco de cadelas desenvolverem tumores de mama
(BEAUVAIS; CARDWELL; BRODBELT, 2012).

A expressao de receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP) em tumores de mama ¢
considerada fator de prognoéstico e prediz uma resposta terapéutica hormonal no cancer de mama
humano (NADIJI et al., 2005; PENA et al., 2014). Em cadelas a expressao de RE também ¢ considerada
fator prognodstico. Mamas normais, hiperpldsicas e carcinomas bem diferenciados apresentam maior
expressao (MAINENTI et al., 2014; MILLANTA et al., 2005) e em neoplasias pouco diferenciadas ou
anaplasicas a expressdo diminui (CHANG et al., 2009; PENA et al., 2014). Assim, cadelas portadoras
de carcinomas mamarios com menor expressdo de RE apresentam progndstico desfavoravel (CHANG
et al., 2009; NIETO et al., 2000; PETROV et al., 2016).

Embora recentemente tenham sido desenvolvidos estudos avaliando expressao genética de
receptores de estrogeno, progesterona e HER2, por meio de PCR quantitativo (KABIR et al., 2017), este
tipo de analise ¢ de dificil acesso na rotina clinico veterinaria pelo alto custo e necessidade de
infraestrutura especializada, sendo realidade somente em medicina humana. Assim, fatores como

viabilidade, economia, reprodutibilidade e capacidade de execug@o sem alta sofisticagdo e equipamento
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técnico devem determinar a introdugdo de novos fatores prognodsticos na rotina clinica (DE LAS
MULAS; MILLAN; DIOS, 2005).

Sao escassos os estudos avaliando a relacdo entre expressdo de RE e sobrevida em cadelas ¢ os
resultados sdo controversos, assim o papel do estrogeno como fator de prognoéstico em cadelas ainda
ndo foi esclarecido. Nieto et al. (2000) verificaram que a expressdo de RE, indice Ki-67 ¢ a idade foram
fatores independentes que poderiam predizer a sobrevida livre de doenga. Enquanto que o status do
linfonodo, a idade e a expressdo de RE foram fatores prognoésticos independentes para a sobrevida
global. Por outro lado, Millanta et al. (2005) relataram que tanto em cdes como em gatos a expressao de
RE e RP em carcinomas invasivos ndo se correlacionou com os parametros histoldégicos ou com o tempo
de sobrevida global.

Assim, com intuito de verificar o papel prognostico da expressio de RE em carcinomas
mamarios de cadelas, os objetivos deste trabalho foram: verificar a expressdo de REa em carcinomas
mamarios e correlaciona-la com caracteristicas clinicopatoldgicas, sobrevida global, intervalo livre de

doenga e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas.

Material e métodos

Foram incluidas neste estudo 84 cadelas, diagnosticadas com carcinoma mamario no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica de Utilizagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-
UFU - protocolo n°127/15).

Os critérios de inclusdao foram: cadelas intactas ou castradas com tumor de mama, submetidas a
exame clinico, radiogréafico e ultrassonografia, para avaliagdo de metastases pulmonares e a distancia, e
que realizaram exérese cirirgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia unilateral total
ou bilateral total). Foram excluidas do estudo cadelas com histérico de uso de farmacos que pudessem
interferir com o desenvolvimento tumoral (drogas anti neoplasicas, anti-inflamatérios) e que foram
submetidas a nodulectomia.

Ao exame fisico da glandula mamaria, o tamanho do tumor foi aferido com auxilio de um
paquimetro e posteriormente classificado em T1 (<3cm), T2 (3 a Scm) e T3 (>5cm) (OWEN, 1980).

Apos a exérese cirurgica, amostras das neoplasias mamarias e dos linfonodos regionais (axilares
ou inguinais) foram coletadas e acondicionadas em frascos com formol 10% tamponado. As amostras
foram fixadas por 48 horas e submetidas a processamento histologico para confec¢cao de ldminas coradas
em hematoxilina e eosina.

A avaliagdo histologica foi realizada por dois patologistas e as neoplasias mamarias foram
classificadas de acordo com os tipos histologicos (GODSCHMIDT et al., 2017) e graduagao histoldgica
(ELSTON; ELLIS, 1991). Considerando a proposta analitica deste estudo, quando a cadela possuia mais

de um nddulo neoplasico maligno, com tipos histologicos diferentes, considerou-se o tipo histologico
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mais agressivo (RASOTTO et al., 2017). Os linfonodos também foram avaliados microscopicamente e
o estadio clinico das cadelas foi estabelecido utilizando-se sistema TNM (SONREMO et al., 2013)

As amostras de neoplasias mamarias foram avaliadas quanto a expressdo de RE por meio de
imunohistoquimica (CINTRA, 2015). A recuperacdo antigénica por calor foi realizada em panela de
pressdo por 20 minutos em tampao citrato pH 6. Para o bloqueio de peroxidase enddgena utilizou-se
dgua oxigenada e metanol 3% por 20 minutos. O anticorpo anti ERo policlonal (H-184, SantaCruz"®) foi
diluido 1:200 em soro albumina bovina (Amresco®™, 0332) (BSA) 1%. Os cortes receberam 100 pl do
anticorpo e foram incubados por 18 h, 4°C em cdmara umida. Como sistema de revelagdo utilizou-se
anticorpo secundério biotinilado e estreptavidina peroxidase (kit K069011 LSAB-Dako®). As laminas
foram lavadas com solugdo com PBS 1x, entre cada etapa. A reacdo foi revelada com cromdgeno 3,3'-
diaminobenzidina (DAB K3468- Dako®) e as laminas contracoradas com hematoxilina de Harris,
desidratadas e montadas.

Secgdes de utero de cdo fixadas em formol e embebidas em parafina foram utilizadas como
controle positivo e anticorpo primario foi substituido por diluente do anticorpo como controle negativo
em todos o0s ensaios.

A expressdo de REa foi determinada por analise semi quantitativa de acordo com a frequéncia
(ntimero de células marcadas em 10 campos em objetiva de 40x). Foram consideradas positivas amostras
com células epiteliais apresentando marcacéo nuclear em mais de 10% das células e negativas quando
menos de 10% das células apresentaram marcacdo (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008).

Para determinagdo da sobrevida, as cadelas foram avaliadas quadrimestralmente até a data do
obito ou por um periodo minimo de dois anos. Dados sobre o estado geral do paciente, ocorréncia ou
nao de recidivas, surgimento de novos tumores em glandulas mamarias remanescentes ou ocorréncia de
metastases foram registrados. Foram necropsiadas aquelas que vieram a 6bito no decorrer do estudo e
foram voluntariamente encaminhadas pelos tutores ao Setor de Patologia Animal - UFU.

Realizou-se a avaliacdo do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doenga (ILD)
e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o
tempo po6s mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo p6s mastectomia até o desenvolvimento
de recidiva ou metastase, e 0o TDTMR foi determinado como o tempo pds mastectomia até o surgimento
de tumor em glandula mamaria remanescente.

A analise estatistica foi realizada através do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007). O teste
qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados, conforme o caso, para comparar as variaveis
clinicopatolédgicas apresentadas nos grupos positivos e negativos para estrogeno.

O teste de Mann-Whitney foi empregado para verificar correlagdo entre a imunoexpressao de
estrogeno e o subtipo histologico dos carcinomas. A curva de sobrevida das cadelas que vieram a 6bito
no periodo do estudo foi estimada através do método de Kaplan Meier e o teste Log-Rank foi utilizado

para comparar o tempo de sobrevida global (SG), intervalo livre de doenga (ILD) e tempo de
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desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) com a expressdo imunohistoquimica de
estrogeno.

Na analise da ST foram censuradas cadelas que ainda estavam vivas ou que tiveram a causa do
obito ndo relacionada a neoplasia mamaria ou indeterminada; para o ILD censurou-se cadelas que nao
tiveram recidivas ou metastase, e na avaliagdo do TDTMR foram censuradas cadelas submetidas a
mastectomia total e os casos em que foi realizada mastectomia parcial sem ocorréncia de tumor em
glandula mamaria remanescente até o final do estudo.

A comparagdo das variaveis preditoras para os TMC (idade, tamanho do tumor, TNM, tipo
histolégico, grau histologico e expressao de estrogeno) com o tempo o tempo de ST foi realizada por
meio de analise multivariada por regressdo de Cox. Em todos os testes foi adotado o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

A idade média das cadelas desse estudo foi de 10,14+2,82 anos, sendo a maioria das cadelas
com idade igual ou superior a oito anos (71/84 — 84,53%). Cadelas sem raga definida (SRD) (41/84 —
48,81%) apresentaram tumor de mama com maior frequéncia, seguidas de cadelas da raca Poodle (14/84
—16,67%) (Tabela 1).

Os TMC sio frequentemente diagnosticados em cadelas adultas e idosas (TORIBIO et al.,
2012) e a idade est4 diretamente relacionada a um pior prognodstico (DIAS et al., 2016; RASOTTO et
al., 2017). No presente estudo, a média de idade das cadelas também influenciou a SG sendo que cadelas
mais velhas apresentaram menor tempo de sobrevida (p=0,02). A idade é importante fator de prognostico
clinico (DOLKA; KROL; SAPIERZYNSKI, 2016), pois a cada ano adicional para a cadela aumenta a
taxa de risco de desenvolvimento de tumor de mama em 23% (DIAS et al., 2016).

Neoplasias menores que trés centimetros (T1) foram mais frequentes (34/84 — 40,47%). O
tamanho tumoral é considerado um fator de prognoéstico importante para cadelas (CASSALI et al., 2014;
SORENMO et al., 2011) além de ter relagdo com a sobrevida (DIAS et al., 2016). Porém no presente
estudo, na analise multivariada de Cox, o tamanho das neoplasias mamarias ndo apresentou relacdo com
a sobrevida (p= 0,616) (Tabela 2).

Dias et al. (2016) e Philibert et al. (2003) correlacionaram tamanho de tumor e a sobrevida
também utilizando a analise multivariada e verificaram que cadelas com tumores menores apresentam
maior tempo de sobrevida em relagdo aquelas com tumores maiores que 3cm de diametro. O modelo de
riscos proporcionais de Cox ¢ uma andlise de regressao multipla aplicado na analise de sobrevida e
indicado quando se deseja estimar o papel de variaveis independentes que agem multiplicativamente
sobre o risco (KLEINBAUM e KLEIN, 1995). Assim, diversos fatores além do tamanho, como o tipo e

grau histolégico, podem influenciar em conjunto a sobrevida de cadelas com neoplasia mamaria.
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Além do tamanho tumoral, o estadiamento do paciente também deve ser avaliado como fator
prognostico em TMC (LAVALLE et al., 2009). No presente estudo, 30,97% das cadelas receberam
estadiamento [V e o estadiamento clinico ndo apresentou correlagdo com sobrevida (p=0,265), porém o
pequeno nimero de cadelas com metastase a distancia neste estudo pode ter influenciado na analise
estatistica.

A distribuicdo de cadelas com TM entre os diversos estadios (TNM) varia entre diversos
estudos. Toribio et al. (2012) relataram 27,7% de cadelas em estadio I e II, € 19,60% em IV; Gundim
etal. (2016) 31,75% em estadio I € 22,22% em I'V. Ja Oliveira Filho et al. (2010) e Lavalle et al. (2012)
observaram respectivamente, 29,5% e 82,7% das cadelas com estadio I'V.

O tipo histologico mais frequente foi o carcinoma complexo (38/84 — 45,24%), tendo maior
frequéncia tumores grau I (37/84 — 44,04%) (Tabela 1). Contudo o tipo histologico (p=0,32) e grau
(p=0,56) ndo influenciaram a sobrevida. O carcinoma complexo tem sido relatado como o tipo mais
frequente, com melhor sobrevida ¢ menor risco de morte pela neoplasia (RASOTTO et al., 2017;
SANTOS et al., 2013). Por outro lado, cdes com carcinomas simples apresentam pior progndstico
quando comparados com outros carcinomas (KARAYANNOPOULOU et al., 2005).

Outros estudos também relataram neoplasias mamarias de grau II como sendo as mais
frequentes (DIAS et al., 2016; KARAYANNOPOULOU et al., 2005), sendo que ndo houve diferencga
na sobrevida quando comparados carcinomas de grau II ou III, com ambos os graus apresentando pior
prognostico (KARAYANNOPOULOU et al., 2005).

A imunomarcacgdo positiva de receptores de estrogeno (REa) foi identificada em nucleos de
células epiteliais neoplasicas, enquanto estroma, células mioepiteliais, cartilaginosas e dsseas, em
tumores complexos e mistos, ndo apresentaram reatividade para REa, confirmando a reatividade do
anticorpo utilizado e manutengao da antigenicidade dos tecidos testados (Figura 1).

Em 30,95% (26/84) das amostras de neoplasias mamarias houve expressdo de REa, enquanto
59,05% (58/84) dos casos foram negativos. Estudos avaliando a imunoexpressdao de REa como fator
prognostico e preditivo em TMC ainda sdo incomuns, com resultados variaveis e inconclusivos
apresentando percentuais de marcagdo positiva para REo que variam de 10% a 92,3% (PENA et al.,
2014).

A variacao de percentual de marcagao positiva para RE nos tumores mamarios caninos pode ter
como origem a utilizacao de diferentes clones de anticorpos, em que a sensibilidade e a especificidade
sdo variaveis. O uso de anticorpos especificos para a cadela, assim como a padronizacdo de métodos de
detecciio antigénica podem reduzir estas discrepancias (PENA et al., 2014). Ainda, conforme as
recomendagoes da ASCO (2010), para imunohistoquimica de RE e PR em humanos, todos os tumores
REa falsos negativos apresentam trés caracteristicas investigaveis: fixa¢do inadequada, auséncia de
controles negativo e interno da reagio (HAMMOND et al., 2010). Por fim, a qualidade do corte

histologico, o treinamento do patologista na leitura das ldminas e a falta de padronizagdo na interpretacdo
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das imunorreatividades dos marcadores moleculares para as neoplasias mamarias de cadela (PENA et
al., 2014) podem interferir nos resultados de marcagdo para marcadores moleculares.

Nao houve correlagdo entre a expressdo de REa nos carcinomas e a idade do animal, assim como
relatado por outros autores (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005;
MILLANTA et al., 2005, 2014). Considerando que os TMC acometem principalmente cadelas idosas,
acredita-se que a expressdo de REa decresga de acordo com a idade (CHANG et al., 2009; NIETO et
al., 2000).

Varios autores relataram que neoplasias malignas com subtipos mais indiferenciados expressam
menos REa (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; MILLANTA et al., 2005;
YANG et al., 2006). Nao houve correlagdo da expressdo de REa com os subtipos histoldgicos, porém
carcinomas com menor grau histologico expressaram REo com maior frequéncia (p=0,042) (Tabela 3).

O percentual de expressdo positiva de REa deste estudo (30,95%) é considerado baixo quando
se compara a expressao de REa em mulheres (68,8% a 81%) (HAMMOND et al., 2010; YAMASHITA
et al.,, 2006). Contudo, baixa expressdo de REa em TMC ja foi relatada em estudos prévios, com
percentuais variando de 6,30% (ILLERA et al., 2006) a 22% (DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS,
2005), sendo esta baixa expressdo associada a indiferenciacdo histologica (CHANG et al., 2009; DE
LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005). Ademais, a ndo expressio de REa pode estar relacionada a
detecgdo limitada do anticorpo, ou ainda, a ligagdo incompleta do estrogeno ao seu receptor REa
(FUQUA et al., 1991; MCGUIRE; CHAMNESS; FUQUA, 1991).

No presente estudo carcinomas com menor grau histoldégico expressaram REo com maior
frequéncia. Varios estudos indicaram que os carcinomas complexos com grau histologico I ou II
expressaram com maior frequéncia REa quando comparados com carcinomas simples (tubular e
tubulopapilar) em qualquer grau histologico (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS,
2005; MILLANTA et al., 2014; MORRIS et al., 2009). Menor expressao de REa foi observada quando
havia associacdao de subtipos histologicos malignos com alto grau histologico e que esta associagdo
resultava em progndstico ruim tanto na cadela como na mulher (DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS,
2005; NIETO et al., 2000; YAMASHITA et al., 2006).

Os carcinomas complexos grau II foram a maioria neste estudo. Carcinomas indiferenciados, de
grau histologico II ou III apresentam risco de metastase nodal e a distancia, além de ndo expressarem
REq, principalmente devido a indiferenciacdo celular (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS;
MILLAN; DIOS, 2005; PENA et al., 2014)

Também nao foi observada correlacao do estadiamento clinico com a imunomarcac¢io para REa
(p=0,522) (Tabela 3). A expressdao REa, em especial na mulher, associado ao estadiamento clinico sdo
considerados importantes fatores de prognostico (HAMMOND et al., 2010; YAMASHITA et al., 2006),
e parece ter 0 mesmo papel nos TMC (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005).
Estudos em TMC, com andlises univariadas, verificaram expressdo de REo para cadelas em

estadiamento clinico I, II e III (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005. Estes
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autores ao avaliarem individualmente, a presenca de metastase tanto a distdncia como em linfonodos,
também verificaram que ha correlacdo com expressao de REa (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS;
MILLAN; DIOS, 2005). No entanto, a analise univariada, quando comparada & multivariada, nio é
indicada para analisar fatores de prognéstico relacionados entre si (DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS,
2005).

Recidiva local ocorreu em 3,57% (3/84) das cadelas e metastase a distancia foi observada em
40,47% (34/84). Todas as cadelas (3/84) que tiveram recidiva local também apresentaram
desenvolvimento posterior de metastase a distancia. O ILD foi de 234,45 £241,05 dias (7,8 £8,03
meses).

Mastectomia total bilateral foi realizada em 26,19% (22/84) das cadelas ¢ a mastectomia total
unilateral em 73,81% (62/84). Desenvolvimento de tumor em glandula mamaria remanescente foi
constatado em 29,03% (18/62) das cadelas que foram submetidas a mastectomia total unilateral. O
TDTMR foi de 279,68 +317,75 dias (9,32 £10,59 meses).

Ao final do estudo 57,14% (48/84) vieram a dbito, com tempo médio de SG de 483,42 +319,17
dias (16,1 £10,6 meses) (Figura 2). Em relagdo a expressdo de estrogeno, 29,17% (14/48) das cadelas
que vieram a obito foram positivas e 70,83% (34/48) foram negativas e ndo houve correlagdo da
expressdo de REa com o tempo de SG (p=0,062) (Figura 3 — A). A recidiva local ou metastase ocorreu
em 30,77% (8/26) das cadelas que foram positivas para REa e em 46,55% (27/58) das negativas e ndo
houve correlagdo entre o ILD e a imunoexpressdo de REa (p= 0,201) (Figura 3 — B).

Do mesmo modo, ndo houve correlagdo entre a imunoexpressdo de REa e o TDTMR das cadelas
avaliadas nesse estudo (p= 0,315) (Figura 3— C). Desenvolvimento de tumor em gldndula mamaria
remanescente ocorreu em 15,38% (4/26) das cadelas positivas para REa e em 24,14% (14/58) das
negativas.

O desenvolvimento de tumor em mama remanescente (IBTR) na mulher varia de 2%
(ARVOLD et al., 2011), 4,89% (TINTERRI et al., 2014), 7,4% (CORSO et al., 2018), 20,5%
(ISHITOBI et al., 2015) e 30% (NIELSEN et al., 2006). Enquanto que o desenvolvimento de tumor em
mama contralateral (CBC) ¢ relatado em 1,4% (TINTERRI et al., 2014), 3,4% (CORSO et al., 2018),
4% (NIELSEN et al., 2006) e até 8% (BARTELINK et al., 2015) das mulheres com tumor de mama. O
desenvolvimento de IBTR e CBC em mulheres tém correlacdo com idade, fatores genéticos, além de
fatores clinicopatoldgicos como tamanho tumoral, graduagdo e tipo histologico, status nodal, tipo de
mastectomia além do tratamento pos cirurgico (CORSO et al., 2018; ISHITOBI et al., 2015; NIELSEN
et al., 2006; TINTERRI et al., 2014).

Diferentemente dos resultados observados nas cadelas deste estudo, a presenga de CBC e/ou
IBTR na mulher estio relacionadas com auséncia de expressao de RE e RP nos tumores mamarios
(ARVOLD et al., 2011; CORSO et al., 2018). Por outro lado, Corso et al. (2018), também verificaram
que, apesar da SG diminuir em mulheres com IBTR e CBC, ndo houve correlacdo entre SG ¢ IBTR e

CBC.
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Estudos prévios também ndo verificaram correlagdo entre expressdo de REa em TMC e
sobrevida (CHANG et al., 2009; MILLANTA et al., 2005). Chang et al. (2009) avaliaram a expressao
de REa e RP e verificaram que dentre estes dois hormonios a expressao de PR € que pode ser considerada
como melhor fator prognostico, sendo que cadelas que apresentam menor expressdao de PR tem menor
sobrevida. Estes autores ainda verificaram que a sobrevida era menor em cadelas REa positivas e RP
negativas.

O desenvolvimento do tumor mamario € evento ja programado nos primeiros anos de vida da
cadela e ndo ¢ influenciado pela supressao do estimulo hormonal na maturidade (FONSECA; DALECK,
2000). O estrogeno pode atuar por ligagdo a REa presente em células epiteliais e estromais da glandula
mamaria induzindo nestas células uma expressdo aumentada de receptores de progesterona. Dentro essa
hipotese, o estrogeno atuaria no estagio inicial da doenga e uma perda progressiva de REa ocorreria
durante a evolugdo da doenga, resultando em ndo-reatividade de REo em carcinomas mamarios
(MILLANTA et al., 2005).

Na cadela, a expressdo de RE e RP ¢ maior em neoplasias benignas de mama e somente uma
parte das neoplasias malignas apresentam esses receptores e em concentracdes menores, pois com a
progressdo do tumor e aumento da malignidade ha redugdo da dependéncia hormonal e maior autonomia
das células neoplasicas (GERALDES; GARTNER; SCHMITT, 2000). Além disso, ha correlagdo
inversa entre o nimero de receptores para estrogeno com a atividade da glucose6-fosfatase e da 6-
fosfogluconato-desidrogenase, enzimas conhecidas por estarem relacionadas com a malignidade das
células neoplasicas (NERURKAR et al., 1990).

Outro fator a ser considerado para a falta de correlagdo entre expressdo de REa e sobrevida ¢
que, apesar da detec¢do dos REa pelo método de imunohistoquimica, nem todos os receptores
demonstrados podem ser funcionais, devido a defeito na cascata funcional do RE em niveis de
transcricdo, tradugdo e pos-traducionais (BARNES et al., 1998).

Ainda, alguns autores defendem a necessidade de interacdo de marcadores moleculares
endocrinos com marcadores moleculares de prognostico como cicloxigenase 2 (Cox-2), microssomal
PGE sintetase 1 (mPGES-1) (MILLANTA etal., 2014) e PR, Ki-67, P53, HER-2, CK5/14 dentre outros,
para realizacdo de classificagdo molecular e comparagdo com sobrevida (CHANG et al., 2009; DE LAS
MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2016; SASSI et al.,
2010; TOLEDO et al., 2016).

Na mulher (YAMASHITA et al.,, 2006) e nas cadelas (CHANG et al., 2009; DE LAS
MULAS; MILLAN; DIOS, 2005) a expressao de REa e PR no tumor mamario apresenta melhor
progndstico, quando se compara com a imunoexpressao de REa isoladamente. Além disso, expressao
do REa também ja foi associada a outros fatores prognosticos como estadiamento clinico, tamanho

tumoral e metastases (CHANG et al., 2009).
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Conclusao

A idade ¢é fator de prognostico nos tumores mamarios de cadelas e neoplasias de menor grau
histologico expressam REa. A avaliagdo isolada deste marcador molecular ndo ¢ considerada um bom
fator de prognoéstico quando se considera sobrevida global, tempo livre de doenca e o tempo de

desenvolvimento de tumor em mama remanescente.
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Tabela 1. Aspectos clinicopatologicos e tumorais de cadelas com neoplasia mamaria, Uberlandia- MG, 2018

Caracteristicas
Idade = DP, Minimo/Maximo (anos)
< 8 anos
> 8 anos
Raca
SRD
Poodle
Pinscher
Yorkshire
Dachshund
Basset
Pit Bull
Cocker
Shitzu
Outras (Pastor alemdo, Lhasa e Rotweiller)
Tamanho tumoral
T1 (<3 cm)
T2 (3a5cm)
T3 (> 5 cm)
Carcinomas
Carcinomas simples
Carcinoma tubulopapilar
Carcinoma solido
Carcinoma tubular
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma complexo
Carcinossarcoma
Grau histologico
I
II
III
TNM
I
I
I
v
A%

n (%)

10,14+2,82 (4-17)

13 (15,47%)
71 (84,53%)

41 (48,81%)
14 (16,67%)
6 (7,14%)
5 (5,96%)
4 (4,76%)
3(3,57%)
3(3,57%)
2 (2,38%)
2 (2,38%)
4 (4,76%)

34 (40,47%)
21 (25%)
29 (34,53%)

29 (34,52%)
11 (13,10%)
4 (4,76%)
1(1,19%)
38 (45,24%)
1(1,19%)

35 (41,67%)
37 (44,04%)
12 (14,29%)

25 (29,77%)
13 (15,48%)
12 (14,28%)
26 (30,95%)
8 (9,52%)
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Tabela 2. Regressdo multivariada de Cox com risco relativo e intervalo de confianga de 95% para varidveis

preditoras e sobrevida global de cadelas com carcinoma mamario, Uberlandia- MG, 2018

Variaveis Erro Padrao  p-valor
Idade 0,076 0,028*
Raca 0,386 0,707
Tamanho do tumor 0,282 0,086
TNM 0,153 0,265
Subtipo histologico 0,123 0,320
Grau histolégico 0,239 0,506
Expressao de estrogeno 0,707 0,069

Taxa de risco
1,181
0,864
0,616
1,186
0,885
1,172
0,616

IC (95%)

1,017 - 1,371
0,405 — 1,844
0,354 - 1,072
0,877 — 1,604
0,695 — 1,126
0,733 — 1,873
0,989 — 1,299

*P < 0.05 ¢ considerado significante.
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2

Caracteristicas

Idade

< 8 anos

> 8 anos

Racas

SRD

Racga Pura

Tamanho tumoral

T1 (<3 cm)

T2 (>3 e<5cm)

T3 (> 5 cm)

Subtipo histolégico
Carcinoma complexo
Carcinoma simples
Carcinossarcoma

Grau histolégico

I
II
I1I

TNM
I, 11, 11
VeV

Positivas (n= 26)

4 (15,38%)
22 (84,62%)

13 (50,00%)
13 (50,00%)

9 (34,62%)
6 (23,08%)
11 (42,30%)

13 (50,00%)
13 (50,00%)
0 (0,0%)

13 (50,00%)
13 (50,00%)
0 (0,00%)

15 (57,69%)
11 (42,31%)

Negativas (n= 58)

9 (15,52%)
49 (84,48%)

27 (46,55%)
31 (53, 45%)

25 (43,10%)
15 (25,86%)
18 (31,04%)

25 (43,10%)
32 (55,18%)
1. (1,72%)

22 (37,93%)
24 (41,38%)
12 (20,59%)

35 (60,35%)
23 (39,65%)

p-valor

0,631

0,477"

0,595

0,601

0,042%"

0,522%

*P < (.05 ¢ considerado significante. 'Teste exato de Fisher, 2Qui-quadrado, 3Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 3. Correlacao entre aspectos clinicopatologicos de cadelas com neoplasias mamarias e imunoexpressao de

estrogeno, Uberlandia — MG, 2018
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Figura 1. Fotomicrografias de imunoexpressio de estrogeno. A- Utero de cadela com nucleos de células epitelial
glandulares marcadas, THQ, 100x, 200 um . B- Utero de cadela. Notar auséncia de marcagdo para estrogeno em
células epiteliais glandulares, IHQ, 100x, 200 um. C- Carcinoma complexo mamario com células neoplasicas
imunomarcadas, THQ, 100x, 200um. D- Carcinoma tubulopapilar com nucleos de células neoplédsicas marcadas

por estrogeno, THQ, 100x, 200um, Uberlandia — MG, 2018
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Figura 2. Curva Kaplan Meier do tempo de sobrevida global de cadelas com neoplasia mamaria.
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Figura 3. Teste Log-Rank da analise da expressdo de estrogeno em neoplasias mamarias de cadelas com relagdo
a: A) Sobrevida global (p=0,062); B) Intervalo livre de doeng¢a (p=0,201); e C) Tempo de desenvolvimento de

tumor em mama remanescente (p=0,315). NS= nio significativo.
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CAPITULO 3 - Fenétipo triplo negativo em carcinomas mamarios de cadelas e
correlacio com fatores de progndstico e sobrevida

Artigo a ser submetido na Revista Veterinary and Comparative Oncology (ISSN:1476-5829)
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Fenotipo triplo negativo em carcinomas mamarios de cadelas e correlagdo com fatores de prognostico
e sobrevida

Numero de palavras: 3857
Numero de figuras: 3
Numero de tabelas: 5

Conflitos de interesse: Os autores ndo tém conflitos de interesse para reportar.

Resumo

O fendtipo triplo negativo é caracterizado pela auséncia de expressao de receptores de estrogeno (RE) e
progesterona (RP) e HER2. Acomete principalmente cadelas idosas, intactas e quando diagnosticado,
apresenta comportamento agressivo, prognostico desfavoravel e menor sobrevida. Relatos de
frequéncia, comportamento clinico, fatores de prognoéstico e sobrevida deste fendtipo em cadelas sdo
escassos, sendo assim os objetivos deste estudo foram: verificar a frequéncia do fenotipo triplo negativo
em CMC e sua associagdo com sobrevida e verificar a relagdo deste fendtipo com parametros
clinicopatologicos. Foram incluidas neste estudo 84 cadelas. Elas foram submetidas a exame
radiografico e de ultrassonografia, para avaliacdo de metastases pulmonares ¢ a distancia, e realizaram
como tratamento mastectomia unilateral total ou bilateral total. As amostras de neoplasias mamarias
foram avaliadas quanto ao tipo histologico, invasividade estromal, e a expressdo de RE, RP ¢ HER2 por
meio de imunohistoquimica. Realizou-se a avaliagdo do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo
livre de doenga (ILD) e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). Em
21,43% foram identificados CMC triplo negativo (CMCTN). Nenhum dos parametros
clinicopatoldgicos avaliados (tipo e grau histologico, estadios clinicos, invasividade estromal, idade,
tamanho e localizacdo tumoral) diferiram significativamente entre os dois grupos de CMC (triplo
negativos e ndo triplo negativos), exceto a castracdo. Na analise multivariada, observou-se correlagdo
da castracdo com a ST (p=0,01) (471,42+353,45 dias). O comportamento dos CMCTN parece menos
agressividade quando comparado com a mulher. Assim como ocorre com CMC em geral, a castragao

pode influenciar na ocorréncia de CMCTN.

Palavras chave: castracdo, estrogeno, HER2, progesterona
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1 Introdugao

O carcinoma mamario canino (CMC) é uma doenca frequente e complexa, com aspectos
morfologicos, clinicos, fenotipicos e moleculares heterogéneos . Esta heterogeneidade ¢ evidente
quando tumores mamarios do mesmo tipo histologico demonstram um comportamento clinico

diferente,’ dificultando a determinagiio de um prognostico definitivo .

No cancer de mama humano, assim como na cadela, tamanho do tumor, tipo e grau histologico
e presenca de metéstases sdo usados para determinar o prognostico “* e, na mulher, o tratamento *.
Ademais, faz parte da avalia¢do de rotina das pacientes a investigacdo da imunoexpressio de marcadores
moleculares como receptores de estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) e o fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2) visando a classificacdo molecular da neoplasia, assim como

a definicdo da estratégia terapéutica e determinacio do progndstico’.

A auséncia de expressdo de RE, RP e HER2 caracteriza o fenétipo triplo negativo, tanto na

10

mulher ' como na cadela °. Na mulher, este fendtipo é relevante considerando a facilidade de

identifica¢do na rotina clinica, a agressividade, a auséncia de terapia especifica e o comportamento

11,12 13,14

clinico °. Representa 10% a 17% das neoplasias "', é diagnosticado em mulheres pré menopausa
O carcinoma mamario canino triplo negativo (CMCTN) acomete principalmente cadelas intactas, com
mais de 10 anos *'*'° sendo relatadas as frequéncias de 15,5% '°, 18,7% * ¢ 76,3% '°. CMCTN também

apresenta comportamento agressivo, prognostico desfavoravel e menor sobrevida °.

Assim como na mulher '%, estudos tem associado menor sobrevida ao fenétipo triplo negativo
em cadelas '*'7. O risco de morte em cadelas com este fendtipo tumoral pode ser influenciado pelo
tamanho tumoral, o processo inflamatdrio peritumoral e a presenga de metastases tanto em linfonodos

como a distancia '¢.

Relatos de frequéncia, comportamento clinico, fatores de progndstico e sobrevida do CMCTN
s30 escassos * sendo que a maioria estudos se referem ao tipo molecular basal like. A auséncia de
expressao de receptores hormonais e HER2 ¢ comum aos tipos moleculares basal like e normal like. Por
apresentarem caracteristicas clinicas, morfoldgicas e fenotipicas semelhantes o fendtipo triplo negativo,

18-22

na mulher e na cadela *, é considerado correspondente ao tipo basal like.

Os objetivos deste estudo foram: verificar a frequéncia do fendtipo triplo negativo em CMC e
sua associacdo com sobrevida; verificar a relagdo deste fendtipo com pardmetros clinicopatologicos e

contribuir para a determina¢do do valor prognoéstico do fenétipo triplo negativo em cadelas.
2 Material e métodos

2.1 Pacientes e caracteristicas tumorais
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Foram incluidas neste estudo 84 cadelas, diagnosticadas com carcinoma mamario no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA — UFU - protocolo n°127/15).

Os critérios de inclusdo no estudo foram: cadelas intactas ou castradas com tumor de mama,
submetidas a exame clinico, radiografico e ultrassonografia, para avaliagdo de metastases pulmonares ¢
a distancia, e que realizaram exérese cirtirgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia
unilateral total ou bilateral total). Foram excluidas do estudo cadelas com historico de uso de farmacos
que pudessem interferir com o desenvolvimento tumoral (drogas anti neoplasicas, anti-inflamatorios) e

que foram submetidas a nodulectomia.

Ao exame fisico da glandula mamaria, o tamanho do tumor foi aferido com auxilio de um
paquimetro e posteriormente classificado em T1 (<3cm), T2 (3 a Scm) e T3 (>5cm) . Apos a exérese
cirurgica, amostras das neoplasias mamarias e dos linfonodos regionais (axilares ou inguinais) foram
coletadas e acondicionadas em frascos com formol 10% tamponado. As amostras foram fixadas por 48
horas e submetidas a processamento histologico de rotina para confec¢do de laminas coradas em

hematoxilina e eosina.

A avaliacdo histologica foi realizada por dois patologistas e as neoplasias mamarias foram
classificadas histologicamente de acordo com Goldsmith et al (2017) * e graduagdo histologica
conforme Elston & Ellis (1991) **. Considerando a proposta analitica deste estudo, quando a cadela
possuia mais de um noédulo neoplasico maligno, com tipos histologicos diferentes, considerou-se o tipo
histologico mais agressivo *. Os linfonodos também foram avaliados microscopicamente e o estidio

clinico das cadelas foi estabelecido utilizando-se sistema TNM %,

A invasividade tumoral foi determinada histologicamente de acordo com estagios *"**: estagio

0 para tumores sem invasdo estromal; estagio I para tumores com invasdo estromal e estagio I para

tumores com invasdo de vasos linfaticos ou sanguineos.

2.2 Imunohistoquimica

As amostras de neoplasias mamarias foram avaliadas por meio de imunohistoquimica quanto a
expressdo de RE, RP e HER2 para determinag@o do fenotipo triplo negativo. Os anticorpos utilizados e
os procedimentos de recuperagao antigénica adotados para cada anticorpo foram sumarizados na Tabela
1. A recuperagdo antigénica por calor foi realizada em panela de pressdo por 20 minutos em tampao

citrato pH 6 >

, exceto para HER2, que se utilizou EDTA pH 9 em micro-ondas 720 W por 15 minutos
¥ Como controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por soro albumina bovina (Amresco®,
0332) (BSA) 1% em todos os ensaios. Como sistema de revelagdo utilizou-se anticorpo secundario

biotinilado e estreptavidina peroxidase (kit K069011 LSAB-Dako®). As laminas foram lavadas com



71

solugdo PBS, entre cada etapa. A reagdo foi revelada com cromogeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB

K3468- Dako®™) e as laminas contracoradas com hematoxilina de Harris, desidratadas e montadas.

A expressdo de RE e RP foi determinada por analise semi quantitativa de acordo com a
frequéncia (nimero de células marcadas em 10 campos em objetiva de 40x). Foram consideradas
positivas para RE, amostras com células epiteliais apresentando marcagdo nuclear em mais de 10% das
células e negativas quando menos de 10% das células apresentaram marcagdo . Enquanto que para RP,
as amostras foram positivas quando coloragdo nuclear foi observado em pelo menos 5% de células

tumorais *°.

Para a analise da expressdo de HER 2 foi determinada a partir da verificacdo da marcagdo da
membrana das células epiteliais, conforme escore recomendado pelo HerceptTestTM (Dako). O escore
+3 foi atribuido no caso de imunomarcagdo intensa, uniforme e completa de membrana plasmatica em
mais de 10% das células epiteliais da amostra tumoral. No escore +2 observou-se imunomarcagao
completa ou incompleta de membrana, em mais de 10% de células epiteliais neoplasicas. O escore +1
foi atribuido no caso de marcacgdo fraca e incompleta de membrana plasmatica, em pelo menos 10% de
células epiteliais, e o0 escore 0 quando ndo houve marcagdo de membrana plasmatica. Os tumores com

escore +3 e +2 foram considerados positivos.

2.3 Acompanhamento e analise de sobrevida dos pacientes

Para determinagdo da sobrevida, as cadelas foram avaliadas quadrimestralmente até a data do
obito ou por um periodo minimo de dois anos. Dados sobre o estado geral do paciente, ocorréncia ou
nao de recidivas, surgimento de novos tumores em glandulas mamarias remanescentes ou ocorréncia de
metastases foram registrados. Foram necropsiadas aquelas que vieram a 6bito no decorrer do estudo e

foram voluntariamente encaminhadas pelos tutores ao Setor de Patologia Animal — UFU.

Realizou-se a avaliacdo do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doenga (ILD)
e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o
tempo p6s mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo pds mastectomia até o desenvolvimento
de recidiva ou metastase, e 0o TDTMR foi determinado como o tempo pds mastectomia até o surgimento

de tumor em glandula mamaria remanescente.
2.4 Anélise Estatistica

Na andlise estatistica, teste qui-quadrado foi utilizado para comparar as varidveis
clinicopatoldgicas entre o grupo CMCTN e grupo ndo triplo negativo, com excegdo da variavel tipo

histologico em que foi empregado Teste de Mann-Whitney. Neste caso, os carcinomas mamarios foram
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agrupados em carcinomas complexos e carcinomas simples (tubular, tubulopapilar, sélido) e foi

excluido o tipo especial carcinossarcoma.

A curva de sobrevida das cadelas foi estimada através do método de Kaplan Meier ¢ o teste Log-
Rank foi utilizado para comparar o tempo de SG de cadelas de tumores triplo negativos, além de
intervalo livre de doenga (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente

(TDTMR).

Na analise da SG foram censuradas cadelas que ainda estavam vivas ou que tiveram a causa do
obito ndo relacionada a neoplasia mamaria ou indeterminada; para o ILD censurou-se cadelas que nao
tiveram recidivas ou metastase, e na avaliagdo do TDTMR foram censuradas cadelas submetidas a
mastectomia total e os casos em que foi realizada mastectomia parcial sem ocorréncia de tumor em

glandula mamaria remanescente até o final do estudo.

A comparagdo das variaveis preditoras para os CMC (idade, tamanho do tumor, localizagdo,
castracdo, TNM, tipo histoldgico, grau histologico, invasividade tumoral, amostras triplo negativo e ndo
triplo negativo) com o tempo de SG foi realizada por meio de analise multivariada por regressdo de Cox.

Os testes foram realizados com o programa BioEstat 5.0 *', com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3 Resultados

A idade média das cadelas foi de 10,14+2,82 anos, variando entre 4 ¢ 17 anos e 84,53% (71/84)
das cadelas apresentou idade igual ou superior a oito anos. Neste estudo, cadelas sem raca definida
(SRD) corresponderam a 48,81% (41/84) dos animais, seguidas de cadelas da raca Poodle (14/84 —
16,67%) e Pinscher (6/84 — 7,14%). Apenas 3,57% (3/84) das cadelas foram castradas antes da remogao
dos tumores mamarios (Tabela 2).

O tamanho tumoral médio foi 4,62+3,61 cm (0,5 — 21,5cm) e as glandulas inguinais (22/84 —
26,2%) foram frequentemente acometidas. Quanto a avaliag@o histologica das amostras, os carcinomas
simples (38/84 — 45,24%) de grau II (37/84 — 44,04%) foram mais frequentes. A invasidade de vasos
sanguineos ou linfaticos foi evidenciada em 13/84 (15,48%) amostras e 34/84 (40,48%) linfonodos
apresentaram metastases (Tabela 2).

De acordo com a imunoexpressio de RE, RP e HER2, 21,43% (18/84) dos CMC foram
classificadas como triplo negativo (TN) enquanto 78,57% (66/84) apresentaram positividade para pelo
menos um destes trés marcadores (Tabela 3) (Figura 1).

Nenhum dos parametros clinicopatologicos avaliados diferiram significativamente entre os dois
grupos de CMC (triplo negativos e ndo triplo negativos), exceto pela castragao (Tabela 4). Cadelas nao

castradas tiveram alto risco de desenvolvimento de CMCTN (P=0,006).
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A analise multivariada entre a sobrevida global (SG) e as variaveis preditoras para CMC,
observou-se correlagdo com castracdo (p=0,012), ndo sendo confirmada a correlagdo entre a sobrevida

e CMCTN (p=0,62). Também nao houve correlagdo entre as demais variaveis analisadas (Tabela 5).

Na analise da sobrevida de cadelas com CMCTN, 50% (9/18) morreram no periodo de 2 anos
apos mastectomia, com tempo médio de SG de 471,42+353,45 dias (15,71£11,78meses) (Figura 2A).
No grupo de cadelas ndo triplo negativas 59,1% (39/66) morreram no periodo avaliado, com tempo
médio de SG de 491,05+£306,31 dias (16,37+10,21meses). Na comparagado das curvas de sobrevida entre
cadelas com CMCTN e néo triplo negativas ndo houve diferenga na SG (P=0,49) (Figura 2B).

Mastectomia total bilateral foi realizada em 26,19% (22/84) das cadelas, sendo que estas foram
censuradas para analise de TDTMR. Mastectomia total unilateral foi realizada em 73,81% (62/84).
Desenvolvimento de tumor em glandula mamaria remanescente foi constatado em 29,03% (18/62) das
cadelas que foram submetidas a mastectomia total unilateral. Recidiva local ocorreu em 3,57% (3/84)
das cadelas e metastase a distancia foi observada em 40,47% (34/84). Todas as cadelas (3/84) que
tiveram recidiva local também apresentaram desenvolvimento posterior de metastase a distancia.

O tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) no grupo de cadelas
com CMCTN foi de 141,33 £97,91dias (4,71 £3,26meses). O TDTMR do grupo ndo triplo negativo foi
de 305,63+339,62 (10,19£11,32 meses). O intervalo livre de doenca (ILD) foi de 121+89,69 dias
(4,03£2,99 meses) no grupo de cadelas com CMCTN. O ILD do grupo néo triplo negativo foi de
252,06+248,37 (8,40+8,28 meses).

As metdstases foram a causa da morte de 36,91% (31/84) das cadelas com TMC, sendo o
principal sitio os pulmdes (70,97% - 22/31), seguido o figado (29,03% - 9/31), linfonodo inguinal
(12,90% - 4/31) e por fim, outros focos como cavidade abdominal (3,22% - 1/31) e bago (3,22% - 1/31).
A recidiva local e metdstases ocorreram concomitantemente em 22,22% (4/18) das cadelas com
CMCTN enquanto que nas cadelas ndo triplo negativas, 46,97% (31/66) apresentaram recidiva local e
metastase.

Nao houve diferenca entre o ILD de cadelas com CMCTN e cadelas ndo triplo negativas
(p=0,08) (Figura 4B). Desenvolvimento de tumor em glindula mamaria remanescente ocorreu em
16,67% (3/18) das cadelas com CMCTN e em 24,24% (16/66) das cadelas ndo triplo negativas. Do
mesmo modo, ndo houve diferenca no TDTMR entre cadelas com CMCTN e cadelas ndo triplo

negativas (P=0,18) (Figura 3).

4 Discussao

Na cadela, estudos sobre tumores TN sdo recentes ¢ escassos. Neste estudo, 21,43% das

amostras de CMC foram TN. Frequéncias de CMCTN semelhantes foram relatadas (15,5% 518,7% 3)

10-12

e, na mulher, tumores TN representam 10 a 17% das neoplasias mamarias . Outros estudos em

cadelas, relataram frequéncias maiores (55% ** e 76,3% '°) e vérios fatores podem ter contribuido para
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esta discrepancia, como variagio no critério de inclusio no estudo '® e metodologia empregada, como
uso de diferentes clones de anticorpos '***, determinacio de limiar de positividade, ou seja, cut off para

marcacdo de RE e RP ' e falta de padronizacio de técnicas de imunohistoquimica na cadela '***,

Em cadelas, receptores hormonais e HER2 s@o importantes marcadores moleculares utilizados

na determinacdo de prognéstico >***. Apesar da expressio génica ser considerada “padrio ouro” para
. ~ . . , PN 35 ..

a caracterizagdo molecular do tumor de mama, esta tecnologia ainda é pouco utilizada > em Medicina

Veterinaria devido ao custo elevado, uso de equipamentos sofisticados e necessidade de pessoal

treinado. Por estes motivos, a técnica de imunohistoquimica é amplamente utilizada, pois a expressao

molecular corresponde e correlaciona-se com a expressio génica no cancer de mama ¢,

1314 enquanto na cadela, acomete animais

Tumores TN acomete mulheres na pré menopausa
com mais de oito anos e ndio castradas *>'*'®, Neste estudo a média de idade das cadelas foi de 10 anos
e ndo houve correlagdo entre idade e frequéncia de tumores TN, assim como relatado por outros autores

que ndo identificaram relagdo entre idade e tumores que ndo expressaram RE, PR e HER2 .

No caso de CMC em geral, a cada ano de vida adicional hd aumento da taxa de risco de
desenvolvimento de tumor de mama em 23% ¢ a idade avangada esta relacionada a menor sobrevida e
pior prognostico’. Além disso, a idade esta relacionada com expressio de receptores hormonais, sendo

que cadelas velhas apresentam negatividade para RE #***"° ¢ RP %® e maior marcacio de Ki67 .

Dentre as variaveis clinicopatologicas estudadas, na analise univariada, aquela que apresentou

relacdo com a frequéncia de CMCTN foi a castragdo. A importancia da castragdo como método de

4041 "Cadelas castradas antes do primeiro

142

prevencdo de neoplasias mamarias ja estd bem estabelecida
cio, reduzem 99,95% as chances de desenvolvimento tumoral *, pois o desenvolvimento tumoral ¢

altamente promovido pela presenca de estrogeno e progesterona nesta espécie *.

Nas cadelas com CMCTN do presente estudo, 94,45% ndo eram castradas e sdo escassos 0s
estudos que correlacionam especificamente a castragdio com CMCTN. Gama et al (2008) ? identificaram
20,59% de cadelas intactas com CMC e, destas, 80,95% nao expressaram RE, RP e HER2. Assim como
no presente estudo, estes autores verificaram a relacao entre auséncia de expressao destes receptores e

castracao.

Neste estudo, CMCTN menores que trés centimetros foram mais frequentes (50%). O tamanho
tumoral é considerado um fator de prognéstico para cadelas > além de ter relagdo com a sobrevida em
cadelas com CMC 7. Tumores triplo negativos sdo frequentemente maiores que trés centimetros ** e
estdo associados a pior progndstico e menor sobrevida >*'"*. Porém no presente estudo, na analise
multivariada de Cox, o tamanho das neoplasias mamarias ndo apresentou relacdo com a sobrevida (P=
0,70). Gama et al. (2008)* também ndo verificaram associagdo entre tamanho tumoral e tipos

moleculares de CMC. Este resultado pode ter sido influenciado pela populac@o canina estudada, pois
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percebe-se que atualmente os tutores detectam precocemente aumento de volume nas mamas de suas

cadelas e procuram atendimento profissional rapidamente.

Quanto ao estadiamento, 61,11% das cadelas com CMCTN receberam estadiamento clinico I,
II e III. Varallo (2016) ' identificou 47% das cadelas com CMCTN estadiadas em I e I ¢ Gama et al.
(2008) 2 ndo verificaram associagio entre estadio e tipo molecular de CMC. Estadios IV e V foram
atribuidos a 38,89% das cadelas com CMCTN. Metastase em linfonodo ¢ considerado um potente fator
de prognostico que interfere na sobrevida global e intervalo livre da doenga em cadelas com CMCTN
1. A dificuldade de diagnostico de metastases em linfonodos pela coloragio de hematoxilina-eosina
pode ter influenciado na ndo identificagdo de cadelas com CMCTN com metastases. Estudo recente
indicou que no caso de metastases de CMC em linfonodos, a maioria das células metastaticas ocupam

4445 Além disso, a

um tamanho menor que 0,2mm e sdo consideradas células tumorais isoladas
qualidade do corte histologico e o treinamento do patologista podem interferir na leitura das laminas **.

Das cadelas com CMCTN, 22,22% (4/18) morreram em decorréncia de metastase de carcinoma
mamario, sendo que 50% destas cadelas apresentaram carcinoma simples de alto grau histoldgico. As
metastases estavam localizadas em pulmdes (75% - 3/4) e cavidade abdominal (25% - 1/4). Cintra
(2015) * verificou 18% de obitos em cadelas com CMCTN com neoplasias grau I e IIl. Na mulher sdo
relatadas taxas de Obitos maiores, de 37% ** e 42,6% *°, indicando que mulheres com o fenétipo TN tem

maior probabilidade de vir a dbito que as cadelas com o mesmo fendtipo .

No presente estudo, dentre os CMCTN, carcinoma complexo e de grau I e II foram identificados
com maior frequéncia e nao houve correlagdo do tipo histologico (P=0,33) e grau (P=0,57) com o
prognostico de cadelas. Outros autores também verificaram maior frequéncia de CMCTN do tipo
carcinoma complexo quando comparados com carcinoma simples (tubular e tubulopapilar)'”*®. Ainda,
Kim et al (2016)"° verificaram que os tipos histologicos mais frequentes dentre CMCTN foram
carcinomas complexos e carcinomas em tumor misto de grau I. Outros estudos indicaram que CMCTN
apresentam grau Il com maior frequéncia **. Sassi et al (2010) ** ndo identificaram correlaciio entre
tipo e grau histologico com sobrevida nos CMC que apresentaram negatividade para RE, RP e HER2,

assim como no presente estudo.

A invasividade tumoral ¢ uma caracteristica pouco avaliada no CMCTN. Nos achados deste
trabalho, nio houve correlagdo entre invasividade e CMCTN, diferindo de Gama et al (2008)* que
verificaram alta correlagdo entre invasividade de vasos e nos CMC que apresentaram negatividade para
RE, RP e HER2. Porém, a maioria dos CMCTN do presente estudo, apresentaram invasividade, sendo
que 50% apresentaram invasao estromal (escore 1) e 22,22% invasdo de vasos sanguineos e linfaticos
(escore 2). Sassi et al (2010) %, assim como no presente trabalho, nio verificaram correlagio da
invasividade com os tipos moleculares nos CMC, porém também verificaram escore 1 de invasividade

com maior frequéncia nos CMCTN.
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Na mulher, tumores TN s3o agressivos, apresentam recorréncia em um ou trés anos e reducao
da sobrevida em 10 anos quando comparado a outros tipos moleculares tumorais; € morte nos primeiros

19,47

cinco anos apods terapia . O comportamento agressivo dos CMCTN também ¢ identificado.

2,16 17

Metastases sdo identificadas frequentemente em linfonodos , pele, pulmdo e figado */,
imunomarcacio positiva para Ki67 '°, além de recidivas e morte em 272 dias (9 meses) apds o

diagnostico 7.

Na analise multivariada foi utilizado o modelo de riscos proporcionais de Cox, que ¢ uma analise
de regressdao multipla aplicado na analise de sobrevida e indicado quando se deseja estimar o papel de
variaveis independentes que agem multiplicativamente sobre o risco **. Assim como na analise
univariada, com excecdo da varidvel castracdo, ndo foi identificada influéncia das variaveis estudadas
na sobrevida. Estudos que avaliaram o desenvolvimento de CMC e a expressao de RE e RP em cadelas,

16,38,49,50

verificaram a maior frequéncia de neoplasias em cadelas intactas com negatividade para RE e

138

PR e prognostico desfavoravel *%, reducdo de sobrevida *° e menor tempo livre da doenga **.

A SG de cadelas com CMCTN nao diferiu da SG de cadelas ndo TN e foi de 471,42+353,45
dias, sendo maior quando comparado a relatos prévios: 274 '7 ¢ 277,5+170,1dias*. Ainda, Gama et al
(2008)’ relataram tempo de sobrevida menor que 15 meses para cadelas com CMC com negatividade

para RE, RP e HER2.

Comrelagdo ao ILD e TDTMR, ndo houve diferenga nestes periodos entre cadelas com CMCTN
e ndo triplo negativas. Menor SG foi relatada em cadelas portadoras de tumores negativas para RE, RP
e HER2, quando comparadas com outros tipos moleculares * e ndo ha estudos sobre a influéncia de
CMCTN no TDTMR. Diferentemente dos resultados observados nas cadelas deste estudo, na mulher, o
desenvolvimento de tumor em mama contralateral (CBC) e em mama remanescente ipsilateral (IBTR)
estdo relacionados com auséncia de expressdo de RE, RP e HER2 °"** (ARVOLD et al., 2011; CORSO
et al., 2018). Por outro lado, Corso et al (2018) ¥, também verificaram que, apesar da SG diminuir em

mulheres com IBTR e CBC, ndo houve correlacao entre SG ¢ IBTR ¢ CBC.

Melhor prognodstico, maior sobrevida e intervalo livre de doenga e menor risco de morte €
relatado em cadelas com tumores que expressam receptores hormonais e nio expressam HER2*'°, Em
estudos que realizaram a classificacdo molecular de carcinomas mamarios caninos verificaram que a
sobrevida, risco de morte, desenvolvimento de metastases e recidivas sdo diretamente relacionados

2 2,3,16,29

primeiramente com a expressdo de RE e/ou RP, em seguida HER e por fim com marcadores

basais: citoqueratinas (CK5/6, CK14), fator de crescimento epidérmico tipo 1 (EGFR), p57, p63, Ki67,

p-caderina 2,16,29,53,54

Assim como no tumor de mama na mulher, o fendtipo triplo negativo ocorre em cadelas
portadoras de carcinomas mamarios. Porém o comportamento dos CMCTN parece ser de menor

agressividade quando comparado com a mulher. A utilizagdo de outros marcadores moleculares e os
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subtipos histologicos podem auxiliar na diferenciagdo de subgrupos moleculares dentro do fenétipo
triplo negativo e levar a identificagdo de fenotipos triplo negativos mais ou menos agressivos. Assim

como ocorre com CMC em geral, a castragdo pode influenciar na ocorréncia de CMCTN.
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Tabela 1: Anticorpos primarios, origem e protocolos de imunohistoquimica

Anticorpo Origem Clone Diluicio Controle positivo Incubacio
RE Santa Cruz, EUA  H-184 1:200 Utero de cadela overnight 4°C
RP Abcam, EUA  abl191138  1:400 Utero de cadela overnight 4°C

HER2 Dako, Denmark  A0485 1:400  Carcinoma mamario canino overnight 4°C

Tabela 2. Aspectos clinicopatologicos e tumorais de cadelas com neoplasia mamaria

Caracteristicas n (%)
Idade
< 8 anos 13 (15,47%)
> 8 anos 71 (84,53%)
Ovarioesterectomia
Sim 3 (3,57%)
Nao 81 (96,43%)
Racga
SRD 41 (48,81%)
Poodle 14 (16,67%)
Pinscher 6 (7,14%)
Yorkshire 5 (5,96%)
Dachshund 4 (4,76%)
Basset 3 (3,57%)
Pit Bull 3 (3,57%)
Cocker 2 (2,38%)
Shitzu 2 (2,38%)
Outras 4 (4,76%)
Tamanho tumoral
T1 (<3 cm) 34 (40,47%)
T2 (3a5cm) 21 (25%)
T3 (> 5 cm) 29 (34,53%)
Localizacao
Toréacicas 12 (14,28%)
Abdominais 11 (13,09%)
Inguinais 22 (26,20%)
Multipla (mais de uma glandula) 39 (46,43%)
Carcinomas
Carcinomas simples
Carcinoma tubulopapilar 29 (34,52%)
Carcinoma solido 11 (13,10%)
Carcinoma tubular 4 (4,76%)
Carcinoma em tumor misto 1(1,19%)
Carcinoma complexo 38 (45,24%)
Carcinossarcoma 1(1,19%)
Grau histolégico
1 35 (41,67%)
1I 37 (44,04%)
111 12 (14,29%)
TNM
1 25 (29,77%)
10 13 (15,48%)
I 12 (14,28%)
v 26 (30,95%)
\Y4 8 (9,52%)
Invasividade
0 27 (32,14%)
1 44 (52,38%)
I 13 (15,48%)
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Tabela 3: Imunoexpressdo de receptores de estrogeno, progesterona e fator de crescimento epidérmico humano 2

Marcador molecular positivo n (%) negativo n (%)

RE 26 (30,95%) 58 (69,05%)
RP 54 (64,29%) 30 (35,71%)
HER2 15 (17,86%) 69 (82,14%)

Tabela 4. Caracteristicas clinicopatologicas de carcinomas mamarios triplo negativos e ndo triplo negativos de

cadelas

Triplo negativo Nao triplo negativo

n= 18 n=66

n (%) n(%) Pp
Idade 0,20
<8anos 5(27,78%) 8 (12,12%)
>8anos 13 (72,22%) 58 (87,88%)
Tamanho tumoral 0,19
T1 (<3cm) 9 (50%) 25 (37,88%)
T2 (3 a 5cm) 6 (33,33%) 15 (22,72%)
T3 (>5cm) 3 (16,67%) 26 (39,40%)
Localizacao tumoral 0,70
toracicas 4(22,22%) 8 (12,12%)
abdominais 2 (11,11%) 9 (13,64%)
inguinais 5(27,78%) 17 (25,76%)
multipla 7 (38,89%) 32 (48,48%)
Ovarioesterectomia 0,006*
nao 17 (94,45%) 64 (96,97%)
sim 1 (5,55%) 2 (3,03%)
Tipo histolégico 0,287
Complexo 11 (61,11%) 28 (45,46%)
Simples 7 (38,89%) 37 (53,03%):
Grau histolégico 0,90
I 8 (44,45%) 27 (40,90%)
11 8 (44,45%) 29 (43,94%)
1 2 (11,10%) 10 (15,16%)
TNM 0,90
I 1L, 111 11 (61,11%) 39 (59,09%)
v, v 7 (38,89%) 27 (40,91%)
Invasividade 0,65
0 5(27,78%) 22 (33,33%)
I 9 (50%) 35 (53,03%)
11 4 (22,22%) 9  (13,64%)

teste de Qui-quadrado;* alta correlagdo; fteste de Mann Whitney; f 83 amostras avaliadas.
q y
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Tabela 5. Regressdao multivariada de Cox com risco relativo e intervalo de confianca de 95% para variaveis

preditoras e sobrevida global de cadelas com carcinoma mamario TN.

Variaveis preditoras Erro padrio P-valor Taxa de risco IC 95%
Triplo Negativo 0,534 0,6199 0,7673 0.2694 - 2.1854
Tamanho Tumoral 0,3297 0,7075 0,8837 0.4631 - 1.6862
TNM 0,1904 0,4603 1,1509 0.7924 - 1.6716
Tipo Histolégico 0,1687 0,9 0,979 0.7033 - 1.3628
Grau Histologico 0,3161 0,5828 0,8406 0.4524 - 1.5618
Invasividade 0,3241 0,8561 1,0605 0.5619-2.0015
Castracdo 1,0513 0,0128 * 13,6757 1.7420 - 107.3645
Idade 0,0852 0,5976 1,046 0.8852 - 1.2360
Localizacdo 0,2083 0,9505 0,9872 0.6563 - 1.4848

* P< 0,05 ¢ considerado significante
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Figura 1. Fotomicrografias de carcinomas mamarios caninos triplo negativos, imunohistoquimica (IHQ), 400x, 50
pm. (A) Carcinoma complexo com auséncia de imunoexpressdo de receptores de estrogeno em células epiteliais
neoplasicas; (C) Carcinoma complexo com auséncia de imunoexpressdo para progesterona em células epiteliais
neoplasicas; e (E) Carcinoma complexo com auséncia de imunomarcagdo para HER2 em membrana plasmatica
de células epiteliais neoplasicas. Fotomicrografias de controles positivos de IHQ, 400x, 50 um. (B) Utero de cadela
com niicleos de células epitelial glandulares imunomarcadas para receptores de estrogeno; (D) Utero de cadela
com imunomarcac¢do nuclear para progesterona em células epitelial glandulares; e (F) Células epiteliais de

carcinoma mamario de cadela com imunoexpressdo de HER2. Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris.



87

Figura 2. Curva Kaplan Meier do tempo de sobrevida global de cadelas com tumores triplo negativo (A). Curvas
de sobrevida global de cadelas com tumores triplo negativos ¢ de cadelas com tumores nao triplo negativos, com

comparacdo das curvas pelo teste de Log-Rank (B).
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Figura 3. Curvas de sobrevida Kaplan-Meier para cadelas com carcinomas mamarios triplo negativos e cadelas

com carcinomas mamarios ndo triplo negativos e analise pelo teste Log-Rank. A) Intervalo livre de doenca

(P=0,08); B) Tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (P=0,18). NS= ndo significativo.
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