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RESUMO 

As neoplasias estão entre as afecções mais comuns em cães, sendo que tumores mamários 
espontâneos são os mais frequentes em cadelas fêmeas. Mais de 50% dos casos são malignos e 
representam um grupo de grande heterogeneidade em termos de morfologia e comportamento 
biológico. A expressão molecular de receptores de estrógeno (RE) e receptores de progesterona 
(RP) são considerados fatores de prognóstico, sendo a expressão de RE essencial para 
determinação da caracterização molecular. Outro marcador molecular frequentemente avaliado 
em oncologia humana é o fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2), na cadela, 
é frequentemente expresso em tumores mamários malignos e correlaciona-se com 
pleomorfismo nuclear, alto grau histológico e índice mitótico, além de menor sobrevida. A 
ausência de expressão de RE, RP e HER2 caracteriza o fenótipo triplo negativo. Na mulher este 
fenótipo está relacionado a histologia tumoral agressiva, prognóstico ruim, presença de 
metástases e recidivas. Na cadela também apresentam comportamento agressivo, prognóstico 
desfavorável e redução de sobrevida. Objetivou-se neste trabalho verificar a expressão de RE e 
a frequência do fenótipo triplo negativo em carcinomas mamários caninos (CMC) e 
correlacioná-las com características clinicopatológicas, sobrevida global (SG), intervalo livre 
de doença e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas. Foram 
incluídas neste estudo 84 cadelas. Elas foram submetidas a exame radiográfico e de 
ultrassonografia, para avaliação de metástases pulmonares e a distância, e que realizaram 
exérese cirúrgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia unilateral total ou 
bilateral total). As amostras de neoplasias mamárias foram avaliadas quanto ao tipo e grau 
histológico, invasividade estromal, e a expressão de RE, RP e HER2 por meio de 
imunohistoquímica. Neste estudo, a expressão de estrógeno foi identificada em 30,95% de 
carcinomas mamários caninos, de cadelas idosas, tipo histológico complexo grau II. A idade 
foi identificada como fator de prognóstico nos tumores mamários de cadelas e neoplasias de 
menor grau histológico expressam mais RE. A avaliação isolada deste marcador molecular não 
foi um bom fator de prognóstico quando se considera sobrevida global (483,42 ±319,17 dias) 
tempo livre de doença (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 
fenótipo triplo negativo. Nenhum dos parâmetros clinicopatológicos avaliados (tipo e grau 
histológico, estadios clínicos, invasividade estromal, idade, tamanho e localização tumoral) 
diferiram significativamente entre os dois grupos de CMC (triplo negativos e não triplo 
negativos), exceto a castração. Além disso, observou-se correlação desta variável, na análise 
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 utilização de outros 
marcadores moleculares, como Ki-67, P53, P-caderima, podem auxiliar na diferenciação de 
subgrupos moleculares dentro do fenótipo triplo negativo e levar à identificação de fenótipos 
triplo negativos mais ou menos agressivos. Assim como ocorre com CMC em geral, a castração 
pode influenciar na ocorrência de CMC triplo negativo. 

 

Palavras- chave: castração, HER2, receptor de estrógeno, receptor de progesterona, tumores 
mamários 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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1. Introdução 

As neoplasias estão entre as afecções mais comuns em cães, sendo que tumores mamários 

espontâneos são os mais frequentes em cadelas fêmeas adultas não castradas 

(GOLDSCHMIDT; PEÑA; ZAPPULLI, 2017). Mais de 50% dos casos são malignos 

(SORENMO et al., 2013) e representam um grupo de grande heterogeneidade em termos de 

morfologia e comportamento biológico (CASSALI, 2017; SLEECKX et al., 2011). 

No câncer de mama humano, marcadores imunohistoquímicos (IHC), junto com 

variáveis clinicopatológicas são utilizados para determinação do prognóstico e seleção do 

tratamento (WALKER, 2008). Em Medicina Veterinária, estudos também tem demonstrado 

que marcadores IHC tem correlação com o comportamento, grau e evolução dos tumores 

mamários e nos últimos anos têm sido utilizados em vários centros de pesquisa e de diagnóstico 

veterinário (FERREIRA et al., 2017). 

 Na mulher e na cadela, o componente hormonal é considerado uma importante etiologia 

para o câncer de mama. A expressão de receptores de estrógeno (RE) e receptores de 

progesterona (RP) em tumores de mama é considerada fator de prognóstico e prediz uma 

resposta terapêutica hormonal no câncer de mama humano (NADJI et al., 2005; PEÑA et al., 

2014). Em neoplasias mamárias de cadelas a expressão estes hormônios também são 

considerados fatores de prognóstico (DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; PEÑA et al., 

2014), sendo a expressão de RE essencial para determinação da caracterização molecular 

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

 Outro marcador molecular frequentemente avaliado em oncologia humana é o fator de 

crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2). Sua expressão está relacionada com aumento 

da agressividade tumoral, de recidivas e da mortalidade (WOLFF et al., 2007). A alta expressão 

de HER2 em tumores mamários, o que não 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 mamários malignos (BERTAGNOLLI 

et al., 2011; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; DUTRA et al., 2004; SOARES et al., 

2017), com frequências relatadas de 19,1% (BURRAI et al., 2015), 29,7% (HSU et al., 2009) e 

correlaciona-se com pleomorfismo nuclear, alto grau histológico e índice mitótico (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 pós cirurgia (MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003).  

No diagnóstico de câncer de mama humano é rotina a análise da expressão de RE, RP e 

HER2, visando a classificação molecular da neoplasia, definição da estratégia terapêutica e 

determinação do prognóstico (RAKHA; ELLIS, 2009). Na cadela, apenas nos últimos anos se 

iniciaram estudos sobre a classificação molecular dos TMC, que são escassos e ainda não há 

resultados consensuais (PEÑA et al., 2014). 

A ausência de expressão de RE, RP e HER2 caracteriza o fenótipo triplo negativo. Este 

fenótipo 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 clínica, 

fenotípica e genotípica. Na mulher este fenótipo está relacionado a histologia tumoral agressiva, 

prognóstico ruim, presença de metástases e recidivas (BAUER et al., 2007).  

Tumores triplo negativo na cadela também apresentaram comportamento agressivo, 

prognóstico desfavorável e redução de sobrevida. As metástases foram identificadas em 

linfonodos (ABADIE et al., 2018; KIM et al., 2013), pele, fígado, pulmão e alguns casos 

apresentaram recidivas (VARALLO, 2016). O risco de morte em cadelas com este fenótipo 

tumoral pode ser associado ao tamanho tumoral, processo inflamatório peritumoral (ABADIE 

et al., 2018) e sobretudo, a presença de metástases (ABADIE et al., 2018; VARALLO, 2016). 

Tendo o exposto, os objetivos deste trabalho foram: verificar a expressão de RE e a 

frequência do fenótipo triplo negativo em carcinomas mamários e correlacioná-las com 

características clinicopatológicas, sobrevida global, intervalo livre de doença e tempo de 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas.  

 

2. Revisão de Literatura 

2.1- Anatomia, histologia e desenvolvimento da glândula mamária  
 

A glândula mamária é uma glândula sudorípara exócrina modificada, túbulo-alveolar 

composta, especializada na produção e secreção de leite, característica específica dos 

mamíferos (RESSEL et al., 2013). 

A cadela possui dez glândulas mamárias, dispostas em pares, desde a região torácica até 

a região inguinal. Estas são designadas, no sentido craniocaudal: torácicas craniais e caudais, 
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abdominais craniais e caudais e inguinais (NAV, 2017). Ou ainda, de acordo com localização 

anatômica, as glândulas mamárias são numeradas: 1 corresponde às glândulas torácicas craniais 

(T1), o número 2 às torácicas caudais (T2), o 3 às abdominais craniais (A3), o 4 às abdominais 

caudais (A4) e o 5 às inguinais (I) (TYLER, 2002). 

Cada mama é constituída de um teto e um corpo que são recobertos por pele. Em um 

corte longitudinal passando pela papila e pelo corpo da glândula, pode-se observar o corpo, 

constituído principalmente pela glândula mamária, dividida em septos conjuntivos, os lobos, 

que se dividem em lóbulos. Ductos excretores correm em direção à papila que se reúnem e 

formam os ductos lactíferos, para finalmente abrirem em uma cavidade denominada seio 

lactífero, espaço 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 lactífero 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 glândula mamária são os alvéolos que se 

encontram agrupados em lóbulos. O epitélio de revestimento dos alvéolos e ductos é constituído 

por uma população dupla de células: uma camada interna de epitélio simples cúbico, cuja 

morfologia celular varia consoante os diversos estádios de atividade secretora; uma camada 

externa de células mioepiteliais, cuja função é a contrair-se sob ação da ocitocina, promovendo 

a expulsão do leite (FRAPPIER, 2012). 

Os lóbulos mamários encontram-se separados entre si por tecido conjuntivo, sendo este 

fibroso, moderadamente denso. Já o tecido conjuntivo que reveste os ductos alveolares, 

denominado tecido intralobular, é menos denso e mais celular. Os constituintes celulares 

inflamatórios habituais do tecido intralobular são linfócitos e plasmócitos (FRAPPIER, 2012). 

A irrigação sanguínea das glândulas mamárias das cadelas provém dos ramos 

intercostais das artérias torácica interna, intercostal e torácica lateral (glândulas torácicas 

craniais e caudais); da artéria epigástrica cranial superficial (glândula abdominal cranial), e das 

artérias epigástrica superficial caudal com irrigação complementar pelo ramo da artéria labial 

ventral (glândulas abdominais caudais e inguinais) (LUIZ; MIGLINO; SANTOS, 2002). A 

drenagem venosa das glândulas é similar à irrigação arterial, contudo pequenas veias podem 

cruzar a linha média entre as glândulas direita e esquerda (SORENMO et al., 2011; REESE et 

al., 2016). 

A drenagem linfática das mamas torácicas craniais e caudais é feita para os linfonodos 

axilares e das mamas abdominais caudais e mamas inguinais para os linfonodos inguinais 

superficiais. As mamas abdominais craniais podem apresentar drenagem mista (linfonodo 

axilar e inguinal). Essa drenagem pode sofrer variação individual, assim como ser influenciada 



12 
 

pelo estádio da lactação ou presença de massa tecidual e/ou obstrutiva (BRAGULLA e KÖNIG, 

2004).  

Na presença de neoplasia mamária pode ocorrer alteração na drenagem linfática padrão, 

formando novos canais de drenagem aumentando a rede vascular linfática. Assim há o 

recrutamento de maior número de linfonodos e dessa forma, pode haver “shunts” entre as 

cadeias contralaterais (PEREIRA et al., 2003). 

O desenvolvimento da glândula mamária na cadela, assim como nos outros mamíferos 

é influenciado por fatores genéticos e hormonais. Na mamogênese, o desenvolvimento inicial 

do botão mamário está sob influência do mesênquima embrionário e os hormônios envolvidos 

são hormônio do crescimento e esteroides adrenais. Na vida pós-fetal, o desenvolvimento desta 

glândula inicia-se na puberdade, juntamente com a atividade ovariana (KLEIN, 2014; 

GORDEN e TIMMS, 2017). As alterações características do ciclo estral da cadela levam ao 

crescimento e proliferação da glândula mamária em cada ciclo, mesmo quando não há 

procriação (REESE et al., 2016). 

Na puberdade, o estrógeno, o hormônio do crescimento e os esteroides da adrenal são 

responsáveis pela proliferação ductal. Porém, para o desenvolvimento dos alvéolos na porção 

terminal dos ductos, a prolactina e a progesterona são essenciais (KLEIN, 2014). Apesar deste 

desenvolvimento inicial na puberdade, a glândula mamária permanece relativamente 

subdesenvolvida até o final da gestação, 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 níveis de prolactina juntamente com 

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

 

2.2- Epidemiologia, classificação e graduação histológica de tumores mamários em 
cadelas 
 

Os tumores mamários caninos (TMC) estão entre as afecções mais comuns e 

representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas 

(GOLDSCHMIDT; PEÑA; ZAPPULLI, 2017; SORENMO et al., 2011). Mais de 50% dos 

casos de neoplasias são malignos (SORENMO et al., 2013), porém no Brasil a incidência é 

maior, com cerca de 90% dos TMC malignos (GAMBA et al., 2017). As neoplasias mamárias 

apresentam grande heterogeneidade em termos de morfologia e comportamento biológico 

(CASSALI, 2017; SLEECKX et al., 2011). 
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 Cadelas adultas ou idosas são 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 às raças, estas podem sofrer variações 

de acordo com a região estudada (DOBSON, 2013). Além disso, considerando que grande parte 

da população de cães no Brasil é mestiça, torna-se difícil definir a susceptibilidade de alguma 

raça específica (KAMIGUCHI; MOREIRA, 2015). Contudo há relatos de maior incidência nas 

raças Poodle, Pastor Alemão, Cocker Spaniel, Maltês, Yorkshire e Dachshund (DOBSON, 

2013; SORENMO et al., 2011). 

 As glândulas mamárias abdominais caudais e inguinais são as mais afetadas. Múltiplos 

tumores são encontrados em 50% a 70% das cadelas com neoplasias mamárias (MISDORP, 

2002; SORENMO et al., 2009; SORENMO et al., 2013) e tipos histológicos diferentes podem 

estar presentes em um mesmo tumor (RUTTEMAN; WITHROW; MACEWAN, 2001). 

No caso de TMC malignos, os pacientes apresentam metástase em linfonodo em mais 

de 25% dos casos (OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Os locais de eleição para metástases são 

os linfonodos regionais (via drenagem linfática) e os pulmões, devido ao intenso fluxo de 

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

 Neoplasias mamárias são classificadas de acordo a origem das células e também quanto 

ao comportamento em benignas e malignas. Em relação à origem, esta pode ser epitelial, 

mesenquimal ou mista. Neoplasias mistas apresentam proliferação de tecido epitelial e 

mesenquimal, mais tarde podem sofrer metaplasia cartilaginosa ou óssea (CASSALI et al., 

2017). A diferenciação entre tumores malignos e benignos se baseia na característica e arranjo 

celular, invasão de estruturas teciduais adjacentes, pleomorfismo e presença ou ausência de 

componentes mesenquimais não neoplásicos (SORENMO; DEANNA; GOLDSCHMIDT, 

2013). Além disso, as características macroscópicas como o tamanho, tempo de crescimento e 

evolução, ulceração, aderência à pele e tecidos subjacentes, são critérios que podem sugerir 

malignidade ou benignidade da neoplasia (MISDORP, 2002). 

 A classificação histológica é considerada fator de prognóstico para TMC e, ao longo do 

tempo, várias classificações e atualizações têm sido propostas com a finalidade de se estabelecer 

um adequado prognóstico associado ao tipo histológico do TMC (RASOTTO et al., 2017). A 

primeira classificação histológica para os tumores mamários caninos, publicada em 1974 pela 

Organização Mundial de Saúde incluía neoplasias e displasias da glândula mamária, baseada 

em classificações propostas por três estudos anteriores (MISDORP et al., 1971, 1972, 1973). 
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Esta classificação posteriormente sofreria modificações publicadas por Misdorp et al. (1999, 

2002). 

 Cassali et al. (2011), baseado na classificação de Misdorp et al. (1999), propuseram uma 

nova classificação histológica que enfatiza a metaplasia cartilaginosa ou óssea, que 

diferentemente da mulher, é muito frequente na cadela (CASSALI et al., 2011). Esta mesma 

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

Goldschmidt et al. (2011) também propuseram uma classificação para os TMC baseada 

na classificação da OMS de 1974 e 1999. As neoplasias, de acordo com esta classificação 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 classificação atualmente também foi reavaliada e as 

lesões mamárias foram classificadas em: neoplasias benignas (adenoma – simples e complexo 

(adenomioepithelioma), adenoma ductal, fibroadenoma, mioepitelioma, adenoma papilar 

intraductal, adenoma ductal com diferenciação escamosa e tumor misto benigno) e malignas 

(epiteliais, mesenquimais e mistas). Dentre as neoplasias mamárias epiteliais malignas tem-se 

o carcinoma in situ, os carcinomas simples (tubular, tubulopapilar, cístico-papilar e cribiforme), 

o carcinoma complexo, micropapilar invasor, sólido, comedocarcinoma, anaplásico, carcinoma 

em tumor misto, mioepitelioma maligno, carcinoma ductal e intraductal papilar, além de tipos 

especiais de neoplasias malignas epiteliais e neoplasias malignas de origem mesenquimal 

(sarcomas) (GOLDSCHMIDT; PEÑA; ZAPPULLI, 2017). 

 A graduação histológica tem correlação com prognóstico nos tumores mamários caninos 

(TORÍBIO et al., 2012). O sistema Nottingham, também denominado método de graduação 

histológica de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado em 1991 (ELSTON; ELLIS, 1991), 

foi descrito para graduação histológica de tumores de mama em mulher. Segundo Cassali et al. 

(2014) o número de pesquisadores veterinários que adotaram os critérios de graduação 

histológica propostos por Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1998) para avaliar carcinomas de 

mama em cães aumentou. Neste sistema de classificação a determinação do grau histológico é 

realizada avaliando-se três características tumorais: formação tubular (1 ponto: mais que 75% 

do tumor constituído por túbulos, 2 pontos: entre 10% e 75% de formação tubular e 3 pontos: 

túbulos em menos de 10% do tumor); o pleomorfismo nuclear (1 ponto: núcleo pequeno e 

regular, 2 pontos: moderada variação nuclear e aumento de tamanho celular e 3 pontos: grande 

variação no tamanho e formato da célula); e o número 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 
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grau é determinado pelo somatório de pontos de acordo com as características 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 graduação histológica segundo Goldschmidt et al. (2017) segue os mesmos 

parâmetros, diferindo apenas quanto a avaliação do número de mitoses (1 ponto: 0-9; 2 pontos: 

10-19 e 3 pontos: ≥20 mitoses). Tumores de baixo grau histológico estão associados a período 

livre de doença mais longo e com menor taxa de recorrência, quando comparados a tumores de 

alto grau (KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Estudos relataram maior taxa de ocorrência 

de metástases em carcinomas mamários grau III, comparados aos de grau I e II (DIAS et al., 

2016; DOLKA; KRÓL; SAPIERZYŃSKI, 2016; GUNDIM et al., 2016).  

 

 2.3- Influência hormonal na carcinogênese mamária  
 

 Alguns fatores associados à etiologia das neoplasias mamárias são propostos, como a 

influência da dieta e obesidade (LIM et al., 2015), transcrição gênica, componentes genéticos, 

estresse oxidativo e principalmente, a influência hormonal (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 

2004; ZUCARI et al., 2001). 

O componente etiológico hormonal é o principal elemento estudado, principalmente 

pelo risco de aparecimento desse tumor nas cadelas castradas antes do primeiro cio ser de 

0,05%, após o primeiro cio 8% e após o segundo, o risco aumenta para 26% (FONSECA; 

DALECK, 2000; SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969). Estrógeno, progesterona, prolactina 

e hormônio do crescimento são os principais hormônios envolvidos no desenvolvimento das 

neoplasias mamárias em cadelas (MISDORP, 2002). Tanto na mama normal como na 

neoplásica, o crescimento tecidual é estimulado por hormônios e fatores de crescimento e 

acredita-se que, diferentemente de outras neoplasias, a proliferação celular do tumor de mama 

não necessita de um agente iniciador específico, pois, os hormônios induzem a proliferação, 

com mutação gênica e por fim, a formação neoplásica (GOLDSCHMIDT; PEÑA; ZAPPULLI, 

2017; MISDORP, 2002).  

O ciclo estral da cadela é caracterizado por uma longa fase de secreção de progesterona 

dependente de hormônio luteinizante hipofisário e prolactina. Nesta fase, é comum a cadela 

apresentar a pseudociese. Após sete dias do final dessa fase, os níveis de progesterona 

diminuem e há o aumento da concentração de estrógeno e prolactina. Nas pseudocieses 
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recorrentes ou após a lactação, as concentrações de prolactina estão elevadas e causam retenção 

láctea e possível formação de neoplasias mamárias (MARTINS e LOPES, 2005). 

A prolactina facilita a ação mitótica de estrógeno (KOJIMA et al., 1996) e este, promove 

o crescimento celular por estimulação de fator de crescimento tumoral α, fator de crescimento 

semelhante à insulina e por inibição do fator de crescimento tumoral β (MISDORP, 2002). 

Além disso, a possibilidade de a prolactina também estimular a atividade mitótica de células 

epiteliais da glândula mamária, não pode ser descartada (MULDOON, 1981). 

 Na mulher, nos três primeiros meses de gravidez, os elevados níveis de estrógeno, 

predispõem a possível desenvolvimento de câncer de mama. Todavia, com o transcorrer da 

gestação, globulinas que transportam esteroides são produzidas, reduzindo os níveis 

plasmáticos de estrógeno e protegendo a glândula mamária (HENDERSON; ROSS; PIKE, 

1993). Este efeito protetor não é observado na cadela (RUTTEMAN; WITHROW, 2001). 

A progesterona, na puberdade e na gestação, participa ativamente no desenvolvimento 

mamário, mas isoladamente, não pode ser considerada como carcinogênica. Entretanto quando 

associado a outros fatores, como o estrógeno, apresenta um papel importante no 

desenvolvimento dos tumores mamários, devido ao estímulo proliferativo (KIM et al., 2014; 

MISDORP, 2002). 

Por isto, o uso prolongado, ou em altas doses, de progestágenos é associado ao 

desenvolvimento de tumor de mama em cadelas. A progesterona exógena estimula a síntese de 

hormônio do crescimento na glândula mamária, proliferação lóbulo-alveolar e consequente 

hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretórios, induzindo a formação de nódulos benignos 

em animais jovens (RUTTEMAN et al, 2001), ou ainda, displasia ou metaplasia em adultos 

(MISDORP, 2002). 

Na mulher e na cadela, expressão de receptores hormonais é verificada por 

imunohistoquímica ou ainda, PCR. Tumores benignos expressam maior número de receptores 

para progesterona (RP) e receptores de estrógeno (RE), enquanto os carcinomas malignos 

apresentam menor concentração destes (MILLANTA et al., 2005; YAMASHITA et al., 2006). 

Resultados de percentuais de marcação de RE e PR são variáveis e inconclusivos apresentando 

percentuais de marcação positiva para RE que variam de 10% a 92,3%. Enquanto que para RP 

variam de 23,80 a 71,9% (PEÑA et al., 2014). Este percentual de marcação é considerado baixo 

quando se compara a expressão 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 expressão de RE parece diminuir em cadelas idosas com carcinomas malignos ou 

indiferenciados de alto grau  (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005) 

e a associação destas características resulta em prognóstico ruim, tanto na cadela como na 

mulher (DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; NIETO et al., 2000; YAMASHITA et al., 

2006).  

Chang et al. (2009) avaliaram a expressão de RE e RP em tumores mamários de cadelas 

e verificaram que dentre estes dois hormônios, a expressão de PR é que pode ser considerada 

como melhor fator prognóstico, sendo que cadelas que apresentam menor expressão de PR tem 

menor sobrevida. Estes autores ainda verificaram que a sobrevida era menor em tumores de 

cadelas com neoplasias mamárias RE positivas e RP negativas. 

O desenvolvimento do tumor mamário é evento já programado nos primeiros anos de 

vida da cadela e não é influenciado pela supressão do estímulo hormonal na maturidade 

(FONSECA; DALECK, 2000). O estrógeno pode atuar por ligação a RE presente em células 

epiteliais e estromais da glândula mamária induzindo nestas células uma expressão aumentada 

de RP. Dentro desta hipótese, o estrógeno atuaria no estágio inicial da doença e uma perda 

progressiva de RE ocorreria durante a evolução da doença, resultando em não-reatividade de 

RE em carcinomas mamários (MILLANTA et al., 2005).  

Os receptores de esteroides, RE e RP são membros da superfamília de receptores 

nucleares e são considerados potentes fatores prognósticos para carcinomas de câncer de mama 

humano (CHANG et al., 2009; NIETO et al., 2000). A expressão de RE está intimamente 

relacionada com a carcinogênese, além de seu valor prognóstico e preditivo para a resposta à 

terapia endócrina em mulheres (YAMASHITA et al., 2006). Neoplasias mamárias em mulheres 

com negativa ou baixa expressão de RE e PR não são sensíveis a terapia endócrina e estão 

associadas a desfecho clínico desfavorável (OSBORNE et al., 2005). 

Na cadela, a relação da expressão dos receptores hormonais e o prognóstico assemelha-

se à mulher. De las Mulas et al. (2005) mostraram que tumores com expressão RE e PR estavam 

associados a um maior tempo livre de doença do que os tumores que não expressaram ambos 

os receptores. Ainda Chang et al. (2009) mostraram que os tumores com o fenótipo RE+ e PR+ 

tiveram as maiores taxas de sobrevida quando comparadas outros fenótipos. 

Na mulher, cânceres de mama que expressam RE e PR demonstraram ter resultados 

favoráveis, mas as características dos tumores que expressam apenas um desses receptores não 

está bem definido (RAKHA et al., 2007). Tumores com um RE + e PR- são resistentes à terapia 
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endócrino apesar da positividade para estrógeno (THAKKAR; MEHTA, 2011). A perda da 

expressão de RP implica que a função RE normal esteja comprometida e consequentemente, 

diminui a resposta ao tamoxifeno, quimioterápico antagonista RE (CUI et al., 2005). A 

existência de tumores com RE- e PR + é controversa, pois a expressão de PR é tipicamente 

conhecida sob condições em que o receptor de estrógeno é positivo (CSERNI et al., 2011; DE 

MAEYER et al., 2008). 

Na cadela, também há ocorrência de tumores que expressam apenas estrógeno ou 

progesterona e, assim como na mulher, a existência desta característica nas neoplasias 

mamárias, ainda não é bem esclarecida. Todavia, estudo baseado em imunohistoquímica e PCR, 

avaliou a expressão de RE e PR em carcinomas mamários de cadelas (KIM et al., 2014). Estes 

autores verificaram que 11,80% das amostras de neoplasias não expressaram RE, contudo 

foram positivas para PR. Quanto a expressão gênica, tumores RE- e PR+ apresentaram 

moderada expressão de estrógeno (KIM et al., 2014).  

Alguns estudos sugerem que na mulher, tumores mamários RE- e PR+ representam 1,5 

a 3,4% dos casos. Na cadela este percentual apresenta ampla variação:  0% (MILLANTA et al., 

2005), 16% (MANEE-IN et al., 2008), 25,3% (CHANG et al., 2009) e 43% (DE LAS MULAS; 

MILLÁN; DIOS, 2005). Uma possível razão para esta discrepância de resultados na cadela, é 

a diversidade de anticorpos primários utilizados e suas respectivas sensibilidades, pois 

considerando que a expressão de PR é dependente da RE, o anticorpo não apresentou 

sensibilidade para identificar alguns epítopos expressos pelo tumor (KIM et al., 2014). 

Ademais, a não expressão de RE ou PR pode estar relacionada à detecção limitada do anticorpo, 

ou ainda, a ligação defeituosa do ligante para variantes de RE (FUQUA et al., 1991; 

MCGUIRE; CHAMNESS; FUQUA, 1991). 

Quando se verifica a expressão gênica de RE em neoplasias negativas para este 

hormônio, acredita-se nas limitações que a imunohistoquímica pode oferecer, pois este 

resultado não indica a ausência de RE, mas que há uma baixa expressão citoplasmática ou 

nuclear. A imunohistoquímica pode negligenciar estes níveis de RE baixos ou limítrofes, (KIM 

et al., 2014). Este fato, também é observado em estudos com RNA em neoplasias mamárias de 

mulheres que não expressaram RE, todavia expressaram PR (IWAO et al., 2000; KONECNY 

et al., 2003). 

São escassos os estudos avaliando a relação entre expressão de RE e sobrevida em 

cadelas e os resultados são controversos, assim o papel do estrógeno como fator de prognóstico 
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em cadelas ainda não foi esclarecido. Nieto et al. (2000) verificaram que a expressão de RE, 

índice Ki-67 e a idade foram fatores independentes que poderiam predizer a sobrevida livre de 

doença. Enquanto que o status do linfonodo, a idade e a expressão de RE foram fatores 

prognósticos independentes para a sobrevida global. Por outro lado, Millanta et al. (2005) 

relataram que tanto em cães como em gatos a expressão de RE e RP em carcinomas invasivos 

não se correlacionou com os parâmetros histológicos ou com o tempo de sobrevida global. 

 Ao avaliar a sobrevida, Kim et al. (2014) verificaram que os tumores mamários caninos 

que expressam RE e PR apresentam tipos histológicos menos agressivos, baixo grau histológico 

e ausência de metástase em linfonodos. Enquanto a não expressão para ambos hormônios foi 

verificada em neoplasias de alto grau histológico, com invasão linfática e necrose. Tumores 

com RE- e PR+ apresentam pior prognóstico quando comparados com RE+ e PR+ e melhor 

prognóstico em relação à RE- e PR- (KIM et al., 2014). 

 

2.4- Expressão de HER2 e fatores de prognóstico 
 

O oncogene Human Epidermal Growth Factor Receptor-type 2 (HER2), também 

denominado c-erBb2 ou HER2/neu, codifica uma glicoproteína de membrana pertencente à 

família de receptores de fator de crescimento epidermal (DE LAS MULAS et al., 2003). Esta 

família é constituída por quatro proteínas transmembrânicas: HER1, HER2, HER3 e HER4, 

que funcionam como receptores e apresentam atividade tirosina-quinase.  

Estes receptores são compostos por três domínios (extracelular, transmembranar e 

intracelular) (GUTIERREZ; SCHIFF, 2011) e têm papel essencial na regulação da proliferação 

celular, da sobrevivência, da diferenciação e da migração e na manutenção da função normal 

dos tecidos no adulto. A perda da regulação por parte destes receptores tem como consequência 

o surgimento de várias doenças, como o câncer (BAZLEY; GULLICK, 2005; WIEDUWILT; 

MOASSER, 2008). Na glândula mamária, ausência de HER2 na mamogênese inicial, implica 

em desenvolvimento deficiente de lóbulos, alvéolos e reduzida excreção láctea 

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

Parece não existir um ligante específico para o sítio extracelular de receptores HER2, e 

ainda, esta proteína pode sofrer heterodimerização como outro membro da família HER ou 

formar homodímeros (HER2:2) de forma espontânea (EARP et al., 1995). Neste caso a proteína 

se torna ativada e é capaz de transduzir sinais intracelulares que podem afetar o crescimento 
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celular e desencadear eventos pré-neoplásicos como: inibição da apoptose, migração e 

invasividade celular, angiogênese e outros processos que levam a progressão de neoplasias 

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

Na mulher, devido a possiblidade de tratamento e determinação de um prognóstico, a 

identificação de HER2 em tumores mamários é frequente e indispensável (GUTIERREZ; 

SCHIFF, 2011). O diagnóstico de tumores HER2 positivos pode ser realizado através de 

técnicas de hibridação fluorescente in situ (FISH), considerado um dos testes gold standard 

para determinação do status de HER2 (WOLFF et al., 2007). Outro método de diagnóstico é 

por meio de qRT-PCR, que apresenta limitações considerando a dificuldade de extração de 

RNA a partir de material em parafina (MOELANS et al., 2011). Por fim, a imunohistoquímica, 

técnica mais usada e padronizada para identificação do status HER2. Este método é considerado 

simples, rápido, fácil e relativamente acessível (MOELANS et al., 2011). 

De acordo com a guidelines da Sociedade Americana de Oncologia Clínica (ASCO) 

(WOLFF et al., 2018), a análise da imunomarcação de HER2 para o câncer de mama na mulher, 

faz-se da seguinte maneira: o escore +3 (positivo) é atribuído no caso de imunomarcação 

intensa, uniforme e completa de membrana plasmática (chiken-wire pattern) em mais de 10% 

das células epiteliais da amostra tumoral. No escore +2 (resultado equívoco), marcação de 

membrana incompleta e/ou fraca/moderada, em mais de 10% das células tumorais; ou marcação 

da membrana completa, circunferencial e intensa, em menos 10% das células tumorais. É 

necessária confirmação com teste FISH. O escore +1 (negativo) é atribuído no caso de marcação 

fraca e incompleta de membrana plasmática, em mais de 10% de células epiteliais, e o escore 0 

(negativo) quando não houve marcação de membrana plasmática ou esta é incompleta e 

dificilmente perceptível (WOLFF et al., 2018). 

Em humanos, a superexpressão de HER2 é diagnosticado em 20 a 30% de cânceres de 

mama e está associado a aumento da agressividade tumoral, recidivas e mortalidade (SLAMON 

et al., 1987, 1989; WOLFF et al., 2007). Os tumores mamários na mulher podem apresentar de 

25 a 50 cópias de genes HER2, aumentando a produção da proteína HER2 de 40 a 100 vezes, 

resultando na expressão de 2 milhões de receptores na superfície celular tumoral 

(KALLIONIEMI et al., 1992). 

Na espécie canina, o gene HER2 está localizado no cromossomo 1q13.1, que 

frequentemente exibe alterações cromossomais clonais em tumores mamários caninos 

(MURUA ESCOBAR et al., 2001). Apesar da intensificação das pesquisas nas últimas décadas, 
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muitas das quais sugerem que esse biomarcador possui importante papel na carcinogênese 

mamária canina, o significado da superexpressão de HER2 em cadelas ainda é controverso 

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

Na cadela, assim como na mulher, HER2 é frequentemente expresso em tumores 

mamários 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 

superexpressão de HER2 em TMC é variável: 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 expressão de HER2 em tumores benignos de cadelas (KIM et al., 2011; RESSEL 

et al., 2013; RUNGSIPIPAT et al., 1999).  

A variação na frequência de TMC com superexpressão de HER2 pode estar associada a 

fatores como: falta de padronização de metodologia na técnica de IHQ, ausência de 

padronização para análise das imunomarcações reduzida dimensão das amostras, fatores 

epidemiológicos, sensibilidade dos métodos de detecção, nível de expressão do gene 

(amplificação, transcrição, tradução) e estágios das amostras tumorais (BURRAI et al., 2015; 

HSU et al., 2009; MUHAMMADNEJAD et al., 2012). Além disso, outro fator a ser avaliado é 

que na detecção da expressão de HER2 por métodos imunohistoquímicos, utiliza-se anticorpo 

anti-HER2 humano. Estudos anteriores confirmaram a reatividade cruzada entre os anticorpos 

contra proteínas anti-humanos e tecidos caninos (HSU et al., 2009; MARTIN DE LAS MULAS 

et al., 2003; RUNGSIPIPAT et al., 1999). Contudo a ausência de imunomarcação ou ainda, 

marcação de intensidade variável em carcinomas mamários de cadelas, assim como, a presença 

de marcações inespecíficas identificadas no citoplasma celular ou imunomarcação de células 

hiperplásicas ou normais dentro da amostra tumoral, sugerem a inespecificidade do anticorpo 

(BURRAI et al., 2015). 

Na oncologia humana, a imuno-histoquímica representa um método simples e confiável 

para examinar a expressão de marcadores moleculares (MOELANS et al., 2011), sendo capaz 

de fornecer resultados semelhantes a métodos-padrão, como hibridização fluorescente in situ 

(FISH) (KAYA et al., 2001; WOLFF et al., 2018). A elegibilidade de pacientes a serem 

submetidas a terapias específicas anti-HER2 utiliza como critério a superexpressão desta 

molécula, que pode ser avaliada tanto por imunohistoquímica como por FISH. A ASCO 

recomenda que a imunohistoquímica seja utilizada como método de triagem (uma vez que está 



22 
 

amplamente disponível para uso de rotina) e o FISH seja realizado como teste confirmatório 

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

Ressel et al. (2013) acreditam que a probabilidade de existirem tumores mamários 

caninos com superexpressão de HER2 aumenta com o número de amostras analisadas. Ainda 

segundo esses autores, níveis anormais da proteína podem estar envolvidas no crescimento 

celular de alterações neoplásicas benignas e hiperplásicas (RESSEL et al., 2013). 

Grande parte dos estudos sobre expressão de HER2 em tumores mamários de cadelas 

utiliza o sistema clássico de escore utilizado em câncer de mama humano, HercepTest®. Neste 

sistema de escore, a marcação fraca a moderada (escore +2) ou forte marcação (escore +3) 

observada em 10% de células marcadas é suficiente para se considerar uma amostra positiva 

para expressão de HER2. 

Assim, vários estudos que descrevem expressão elevada de HER2 em carcinomas de 

cadelas, utilizaram o HercepTest® e consideraram o escore +2 de marcação 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 é considerado positivo há maior número 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 

sequências proteicas de HER2 canino e do seu homólogo em humanos. Estes autores 

descobriram 92% de homologia entre as proteínas nas duas espécies. Além disso, o local de 

ligação do trastuzumab é igual em ambos os receptores, com a exceção de um aminoácido. Este 

fato apoia a possibilidade do uso de imunoterapia como tratamento de neoplasias mamárias em 

cadelas, assim como o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas com base na medicina 

comparada (SINGER et al., 2012). 

A heterogeneidade das neoplasias mamárias pode ser identificada pela variação 

intratumoral de marcação de HER2, que representa a diversidade subclonal dentro do tumor, já 

relatada na mulher (VANCE et al., 2009). Este conceito deve-se estender ao carcinoma 

mamário canino (PEÑA et al., 2014). Estudo revelou que as mulheres com heterogeneidade 

intratumoral de marcação para HER2, há uma diminuição do tempo de sobrevida livre da 

doença, sugerindo que a instabilidade e a amplificação de subclones de HER2 nos tumores, 

podem estar associados à progressão do câncer de mama (SEOL et al., 2012). Este fenômeno 

deve ser levado em consideração por pesquisadores veterinários, pois pode aumentar a 

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

2012). 

Na mulher o valor prognóstico da expressão de HER2 é bem esclarecido. Neoplasias 

positivas para este biomarcador de membrana está relacionado com fatores de prognósticos e 

preditivos (GUTIERREZ; SCHIFF, 2011; ROSS; FLETCHER, 1998). Ainda, quanto maior 

amplificação gênica de HER2 no câncer de mama humano, menor sobrevida global e tempo 

livre de doença (SLAMON et al., 1989). Na cadela, estudos vêm sendo conduzidos no sentido 

de se identificar o real envolvimento de HER2 como fator prognóstico nas lesões mamárias 

caninas (PEÑA et al., 2014). 

Alguns estudos com carcinomas mamários caninos correlacionaram a expressão de 

HER2 por meio de imunohistoquímica com fatores clinocopatológicos, ou ainda, com a 

sobrevida de cadelas. Dutra et al. (2004) verificaram que neoplasias com pleomorfismo nuclear, 

alto grau histológico e índice mitótico apresentam expressão de HER2, sendo assim, 

considerados fatores de prognóstico. Martin de las Mulas et al. (2003) afirmaram que neoplasias 

sólidas, maior que três centímetros, de alto grau histológico, crescimento invasor, com 

metástases, positivas para HER2 e negativas para RE e PR, apresentam sobrevida menor que 

seis meses pós cirurgia. Ainda, carcinomas simples, com metástase em linfonodo na primeira 

cirurgia apresentam maior expressão de HER2 (ARAÚJO et al., 2016; IM et al., 2014; 

RUNGSIPIPAT et al., 1999). 

Por outro lado, Hsu et al. (2009) observaram maior sobrevida em cadelas com expressão 

de HER2. Estes autores sugerem que o HER2 desempenha um papel na formação dos tumores, 

mas que o desenvolvimento de malignidade, especificamente, pode não estar associado ao 

aumento dos níveis de expressão desta proteína.  Outros estudos não verificaram nenhuma 

relação entre a expressão de HER2, com fatores de prognóstico (tamanho tumoral, tipo 

histológico, graduação histológica, 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 expressão desta proteína não está associado ao período livre de doença na espécie canina, 

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

O câncer de mama tanto na mulher como na cadela, é caracterizado como uma doença 

heterogênea e que apresenta diferentes características biológicas e comportamento clínico 

(PEÑA et al., 2014; RAKHA; ELLIS, 2009). A heterogeneidade tumoral é considerada um 

desafio para patologistas e oncologistas que buscam o avanço no diagnóstico e no tratamento 

do câncer mamário na mulher. Por este motivo, há uma necessidade de identificar as classes de 

tumores, com diferentes comportamentos ou capacidade de resposta a terapias específicas 

(RAKHA; ELLIS, 2009). Esta identificação é possível por meio da expressão molecular de 

receptores hormonais, RE e PR, e de HER2, moléculas consideradas principais determinantes 

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

No diagnóstico de câncer de mama humano é rotina a análise da expressão de RE, RP e 

HER2, visando a classificação molecular da neoplasia, definição da estratégia terapêutica e 

determinação do prognóstico (RAKHA; ELLIS, 2009). Na cadela, apenas nos últimos anos se 

iniciaram estudos sobre a classificação molecular dos TMC, que são escassos e ainda não há 

resultados consensuais (PEÑA et al., 2014). 

A ausência de expressão de RE, RP e HER2 caracteriza o fenótipo 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 clínica, fenotípica e 

genotípica. Na mulher, este fenótipo é relevante pela ausência de terapia específica, 

agressividade, comportamento clínico e prognóstico ruim (BAUER et al., 2007; RAKHA; 

ELLIS, 2009; SHAO; BROWN, 2004).  

Na mulher, o triplo negativo representa 10 a 17%, das neoplasias mamárias (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 palpável, invasiva (LIN et al., 2012a; NEWMAN et al., 2015) aparentes no exame de 

mamografia (DOGAN et al., 2010). A relação de desenvolvimento de tumores triplos negativos 

em mulheres com fatores como: idade de menarca, parição e uso de contraceptivos orais, ainda 

não são bem esclarecidos (BOYLE, 2012).  

Quanto a histologia, na mulher, os tumores triplo negativos são carcinomas ductais 

invasivos, de alto grau histológico, alto índice mitótico, com áreas de necrose central e infiltrado 

linfocítico (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 mutação no genes BRCA1 e BRCA2 

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

A agressividade deste fenótipo tumoral, na mulher, é ilustrada na recorrência que ocorre 

de um a três anos, metástase visceral (pulmão ou cérebro) em cinco anos após o diagnóstico, 

redução em 10 anos na sobrevida quando comparado a outros tipos moleculares tumorais; e 

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

Em medicina veterinária, o fenótipo triplo negativo não está bem caracterizado em 

cadelas e estudos mais amplos devem ser realizados (KIM et al., 2013). Na cadela, tumores 

triplo negativo são 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 áreas de 

necrose, alto índice mitótico e infiltrado inflamatório linfocítico (ABADIE et al., 2018; KIM et 

al., 2013). A frequência do fenótipo triplo negativo em cadelas é variável: 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, 

prognóstico desfavorável e redução de sobrevida. As metástases foram identificadas em 

linfonodos (ABADIE et al., 2018; KIM et al., 2013), pele, pulmão e fígado, além disso há 

relatos de recidivas tumorais (VARALLO, 2016). Abadie et al. (2018) em análise multivariada, 

verificaram que o estadiamento clínico, a marcação positiva para Ki67 e processo inflamatório 

tumoral, são potentes fatores de prognóstico 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 após diagnóstico da neoplasia. 

Apesar do pior prognóstico de tumores triplo negativo em mulheres, estudos indicam 

que clinicamente não são todos os tumores triplo negativos que apresentam características 

morfológicas 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, 

há relatos que os linfonodos são órgãos menos propensos a apresentar metástases em cânceres 

triplo negativo (FOULKES et al., 2009; LIN et al., 2012), além disso, o status nodal não se 

correlaciona com o tamanho tumoral, como fator de prognóstico 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 é reduzida em neoplasias triplo 

negativo em cadelas. O risco de morte em cadelas com este fenótipo tumoral é predito pelo 

tamanho tumoral, o processo inflamatório peritumoral (ABADIE et al., 2018) e sobretudo, a 

presença de metástases tanto em linfonodos como à distância, o que pode culminar na morte 

dos animais (ABADIE et al., 2018; VARALLO, 2016). Além disso, a expressão de moléculas 

como Ki67, p-caderina, p63 e p53 também corroboram com o prognóstico desfavorável dos 

tumores triplo negativo em cadelas (ABADIE et al., 2018; GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; 

MATOS et al., 2005). 

Por meio de análise de microarranjos de DNA, vários grupos propuseram uma nova 

taxonomia para o câncer de mama na mulher, com base em características moleculares. Sendo 

assim cinco grupos foram determinados: luminal A, luminal B, superexpressão de HER2, basal 

like e normal like (PEROU et al., 2000; RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS, 2008; SØRLIE et al., 

2001). 

A caracterização molecular no câncer de mama, na cadela e na mulher são determinados 

primordialmente pela expressão de receptores hormonais (RE) e HER2 (GAMA; ALVES; 

SCHMITT, 2008; NIELSEN et al., 2004; REIS-FILHO; TUTT, 2008). Os tumores serão 

classificados como luminais A (RE+/HER2-), luminais B (RE+/HER2+) e superexpressão de 

HER2 (RE-/HER2+). Na cadela, tumores que não expressam receptores hormonais e HER2 são 

classificados como basal like ou normal like. Para a definição entre estes dois últimos grupos, 

na mulher e na cadela, faz-se necessária a investigação 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 à marcadores de 

prognóstico como p53, Ki67 (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2013; MATOS 

et al., 2005; NIELSEN et al., 2004).   

Com a introdução do tipo molecular basal like, o qual não há expressão de RE, RP e 

HER2, resultou em confusão quanto à definição deste tipo molecular e o fenótipo triplo 

negativo, devido a semelhança de características clínicas 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 não expressão de 

receptores hormonais e HER2. Representam de 8% a 37% dos cânceres 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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frequências são: 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 características clínicas, morfológicas e fenotípicas semelhantes como: 

idade de pacientes acometidas, tipo e grau histológico, invasividade, expressão p53, mutações 

em BRCA1 ou no gene TP53, altos índices de proliferação, comportamento agressivo e mau 

prognóstico; alguns autores defendem que o fenótipo 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 são 

fenótipos diferentes no câncer de mama humano. Estes mesmos autores afirmam que o fenótipo 

triplo negativo não é ideal para identificação de cânceres de mama basal like. A compreensão 

da definição, dos mecanismos oncogênicos e terapêuticos, para o triplo negativo e para os 

tumores basal like, poderá levar ao melhor entendimento sobre estes tipos de tumores, tanto na 

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

Tumores mamários basais são classificados pela ausência de expressão de RE, RP e 

HER2, sobretudo a imunomarcação positiva para marcadores basais (CK5/6, CK14, CK17 e 

/ou EGFR). A imunoexpressão de marcadores basais em mulheres e cadelas, está associado a 

características morfológicas específicas (alto grau), imunofenotípicas (reatividade para p53), 

mutações em BRCA1 e prognóstico ruim (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; IM et al., 2013; 

MATOS et al., 2005; RAKHA et al., 2007; VAN DE RIJN et al., 2002) compatível com linfoma 

de alto grau, que mesmo sob tratamento, resultam na morte rápida do paciente (RAKHA et al., 

2008). Diferentemente de neoplasias triplo negativo, que independente da expressão de HER2 

e receptores hormonais, não expressam marcadores basais e apresentam melhor prognóstico 

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

Estudos que avaliaram expressão gênica de marcadores basais em glândulas mamárias 

neoplásicas 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 não expressar CK5 e EGFR; e tumores não triplo foram positivos para 

marcadores basais e RP (TAN et al., 2008). Bertuci et al. (2008) também identificou 23% de 

tumores basais expressando receptores hormonais e que 29% de triplo negativos não 

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) e 10% a 30% de luminais (RAKHA et al., 2006; VAN 

DE RIJN et al., 2002) seriam considerados basais (RAKHA; ELLIS, 2009). 

O prognóstico ruim e a sobrevida relatada é de 3 a 5 anos em mulheres com tumores 

basais como para triplo negativo (JUMPPANEN et al., 2007), contudo o triplo negativo 

apresenta melhor prognóstico (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 não expressam marcadores basais apresentam 

melhor prognóstico e são 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 não expressam marcadores basais, tem possibilidade de apresentarem tamanhos 

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

Na cadela, diversos estudos avaliaram a expressão de marcadores basais em neoplasias 

mamárias, demostrando que, assim como na mulher, é preocupante as consequências da 

positividade ou negatividade dos marcadores basais como fator de prognóstico na cadela 

(GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2006, 2013; MATOS et al., 2005). A 

expressão de marcadores basais garante a heterogeneidade tumoral. Tumores positivos para 

receptores hormonais, raramente expressam marcadores basais, entretanto, carcinomas 

mamários caninos de alto grau histológico, invasivos e indiferenciados possivelmente 

apresentam alterações gênicas em BRCA1 e expressam pelo menos um tipo de marcador basal 

(MATOS et al., 2005).  

Tumores mamários humanos e caninos que expressam mais de um marcador basal são 

propensos a apresentarem disfunção gênica em BRCA1. Este gene leva a desregulação e 

silenciamento da expressão de RE, além de regular positivamente genes que expressam 

marcadores basais como CK5, 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 reconstrução do gene BRCA1 em tumor triplo 

negativo humano, estes expressaram RE e apresentaram negatividade para expressão de CK5, 

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

A expressão das citoqueratinas são mais frequentes em tumores triplo negativo em 

cadelas, seguido de EGFR, CK14 e c-kit (KIM et al., 2006), todavia a expressão de CK5 assim 

como p63 e p-caderina, que são indispensáveis para identificação de tumores basais (GAMA; 

ALVES; SCHMITT, 2008; MATOS et al., 2005), predizem alterações em células tronco que 
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influenciam no fenótipo tumoral (MATOS et al., 2005). Em estudo com 241 amostras de 

carcinomas mamários de cadelas, 18,7% eram triplo negativos, destes, 91,1% apresentaram 

marcação positiva para marcadores basais e pior prognóstico 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 câncer de mama humano, a ausência de expressão de receptores basais, está ligado a menor 

sobrevida global e maior risco de progressão tumoral, independente do status nodal e 

invasividade (ABADIE et al., 2018).  

A única terapia sistêmica atualmente disponível para mulheres com esses tipos de câncer 

é quimioterapia. Tumores triplo negativo mostram altas taxas de resposta objetiva à antraciclina 

juntamente com taxano, quimioterapia neoadjuvante. Pacientes com cânceres triplo negativos 

que não apresentam evolução terapêutica têm um significativamente pior prognóstico do que 

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

A conduta terapêutica para neoplasias mamárias em cadela, em ascendência, é muito 

discutida entre patologistas e oncologistas veterinários (CASSALI et al., 2011; PEÑA et al., 

2014). A quimioterapia é utilizada como terapia adjuvante (SORENMO, 2003) e alguns 

protocolos são propostos como o uso da doxorrubicina associado a ciclofosfamida ou da 

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

 

3. Considerações finais 
 

A neoplasia mamária em cadelas é o segundo tipo de tumor mais frequente na espécie. 

Acomete cadelas adultas a idosas e não castradas. Por ser, uma patologia comum e apresentar 

características morfológicas e histológicas diferentes nas fêmeas, torna-se importante um 

estudo detalhado sobre o comportamento clínico e molecular dos diferentes tipos histológicos 

desta neoplasia. 

No Hospital Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), a rotina de 

atendimento de cadelas com esta enfermidade aumentou significativamente nos últimos 10 anos 

e com isso, a rotina do Laboratório de Histopatologia Animal da UFU. A glândula mamária da 

cadela tornou-se alvo de especulações diárias e questionamentos sobre a biologia e 

comportamento de neoplasias semelhante em animal diferente ou ainda, de diferentes tipos 

histológicos de tumor de mama na mesma fêmea. 
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Para os tumores mamários na mulher, os estudos científicos, as pesquisas, a conduta 

clínica e terapêutica são bem evoluídos quando se compara a cadela. Apesar de espécies 

diferentes, muitos pesquisadores patologistas humanos assim como veterinários, acreditam na 

proximidade entre as duas espécies, em relação aos tumores mamários e este fato, tem 

fomentado a pesquisa das neoplasias mamárias de cadelas. Sendo assim, a busca por estudos 

científicos atualizados com foco na cadela somado ao desejo de pesquisa e investigação das 

características e comportamento dos tumores mamários caninos, foram os grandes incentivos à 

realização deste trabalho.  

O cão ainda é o animal de companhia mais comum nos lares brasileiros. Ele é o amigo, 

o fiel companheiro e até o membro da família. A preocupação com o bem-estar, a saúde e a 

longevidade dos animais são nítidas e isso, faz com que as pessoas procurem o profissional 

veterinário para cuidar melhor de seu animal de estimação. Este fato, pode ser responsável pelo 

aumento da casuística de diversas enfermidades, dentre elas, o tumor de mama, nas clínicas e 

hospitais veterinários.  

Todavia, atendimento médico veterinário ainda é inacessível para grande parte das 

pessoas. Por isso, mesmo levando o animal ao atendimento veterinário para tratamento de uma 

doença, o acompanhamento frequente, necessário para as neoplasias por exemplo, torna-se 

inviável para o tutor não só financeiramente, mas desgastante.   

O acompanhamento mensal do paciente diagnosticado com qualquer tipo de neoplasia, 

é indispensável, visando prognóstico e a avaliação da sobrevida do animal.  Este fato foi, sem 

dúvidas umas das maiores dificuldades enfrentadas na realização deste trabalho, o 

acompanhamento dos pacientes. 

O acompanhamento clínico, realizado pós cirurgia de mastectomia foi determinado 

como um importante critério de inclusão do animal nesta pesquisa. O contato com respectivo 

tutor era realizado a cada 4 meses após o procedimento cirúrgico. Sendo assim, aquele animal 

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

Acredita-se que essa redução do tamanho da amostra inicial de 150 para 84 animais 

influenciou negativamente os resultados esperados relacionados com a estatística e 

consequentemente, com a correlação dos tipos histológicos e a expressão dos receptores 

moleculares hormonais. 
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Apesar de vários estudos sobre este assunto, os resultados principalmente referentes aos 

marcadores moleculares, ainda são controversos, com valores de referências não padronizados 

para a espécie do estudo. Os marcadores moleculares são receptores (localizados em membrana 

plasmática ou nuclear) de moléculas que dentro das células são capazes de alterar funções e 

funcionamento da célula. Ainda controlam atividades fisiológicas celulares como transcrição e 

transdução gênica e produção de proteínas celulares.  

O estrógeno e a progesterona são os hormônios sexuais importantes na fêmea, pois estão 

relacionados com ciclo estral. A fêmea canina, na puberdade, tem o primeiro contato com estes 

hormônios, quando o animal manifesta o primeiro cio. A glândula mamária, neste momento, 

também sofrerá influência destes hormônios. O estrógeno e a progesterona, em contato com 

receptores moleculares das células epiteliais da glândula mamária normal sofrerão processo 

fisiológico de proliferação celular para desenvolvimento da glândula. Todavia, estes mesmos 

hormônios também influenciarão no desenvolvimento e manutenção do tumor mamário, caso 

a fêmea possa o ter. 

Na mulher, a influência dos hormônios sexuais no desenvolvimento e também no 

tratamento dos tumores mamários é bem estabelecida. Considerando a influência destes 

hormônios nos tumores mamários de cadelas, é essencial o estudo dos mesmo nesta espécie. 

Todavia, apesar de grande quantidade de estudos relacionando a expressão dos receptores 

moleculares de hormonais nas células neoplásicas mamárias de cadelas, nota-se uma 

discrepância dos resultados, assim como uma grande variação de percentuais de marcação 

positiva para estes receptores. Este fato, foi outra dificuldade enfrentada durante a confecção e 

defesa desta pesquisa. 

A partir da expressão positiva ou negativa dos marcadores moleculares nos tumores 

mamários, pode-se supor muito sobre a característica e comportamento da neoplasia, assim 

como a sobrevida do animal. Além disso, a expressão destes receptores é o passo inicial para 

caracterização molecular, em que outros anticorpos são testados no tecido mamário neoplásico 

(HER2, Ki-67, CK, P53, caderinas) com finalidade de tratamento, determinação de sobrevida 

e a identificação do comportamento da neoplasia.  

Apesar dos tumores mamários caninos apresentarem algumas semelhanças com os 

tumores de mama da mulher, há muito o que investigar sobre as neoplasias mamárias de 

cadelas. A cadela tem particularidades que diferem da mulher, como por exemplo, a exposição 
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prolongada à progesterona durante a fase diestro do ciclo estral, a localização de genes como 

HER2 e a estrutura molecular de alguns receptores celulares.  

Além disso, para reduzir viés de pesquisas com neoplasias mamárias, outros consensus 

faz-se necessário, sobretudo, pesquisadores deveriam seguir o propósito dos consensus. Outra 

ferramenta seria a utilização de anticorpos específicos para a cadela, considerando as 

particularidades gênicas e moleculares dos biomarcadores da espécie.  

Por fim, apesar da diversidade de estudos que utilizam a imunohistoquímica para 

detecção de receptores estrógeno, progesterona e HER2, os resultados, como previamente 

explanado, são controversos. A imunohistoquímica ainda é uma ferramenta onerosa para a 

espécie em estudo, contudo prática e valiosa, visando prognóstico e sobrevida do paciente. Por 

isso, a pesquisa e à amplificação do uso desta ferramenta nos tumores mamários caninos é 

indispensável, assim como, já é rotina, no câncer de mama na mulher. 
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Sobrevida de cadelas com carcinoma mamário: influência de variáveis clinicopatológicas e 1 

expressão de receptores de estrógeno (ERα)  2 

Survival of bitches with mammary carcinoma: influence of clinicopathological variables and 3 

estrogen expression (ERα) 4 

 5 

Resumo: 6 

A glândula mamária é frequentemente acometida por neoplasias, sendo que os tumores mamários 7 

representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas. A 8 

influência hormonal tem papel importante na carcinogênese de neoplasias mamárias em cadelas. Em 9 

cadelas, a expressão de receptores de estrógeno (RE) também é considerada fator prognóstico. 10 

Objetivou-se verificar a expressão de REα em carcinomas mamários e correlacioná-la com 11 

características clinicopatológicas, sobrevida global, intervalo livre de doença e tempo de 12 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas. Foram incluídas neste estudo 84 cadelas. 13 

Elas foram submetidas a exame radiográfico e de ultrassonografia, para avaliação de metástases 14 

pulmonares e a distância, e que realizaram exérese cirúrgica como tratamento para o tumor de mama 15 

(mastectomia unilateral total ou bilateral total). As amostras de neoplasias mamárias foram avaliadas 16 

quanto ao tipo histológico e quanto a expressão de REα por meio de imunohistoquímica. Realizou-se a 17 

avaliação do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doença (ILD) e o tempo de 18 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o tempo pós 19 

mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo pós mastectomia até o desenvolvimento de recidiva 20 

ou metástase, e o TDTMR foi determinado como o tempo pós mastectomia até o surgimento de tumor 21 

em glândula mamária remanescente. A média de idade das cadelas também influenciou a SG sendo que 22 

cadelas mais velhas apresentaram menor tempo de sobrevida (p=0,02). Carcinomas com menor grau 23 

histológico expressaram REα com maior frequência (p=0,042). A avaliação isolada deste marcador 24 

molecular não é considerada um bom fator de prognóstico quando se considera sobrevida global, tempo 25 

livre de doença e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente. 26 

 27 

Palavras chave: cão, fator de risco, hormônios sexuais, mama, neoplasia. 28 

 29 

Abstract: 30 

The mammary gland is generally affected by neoplasms, and the 50 to 70% of canine mammary tumours, 31 

diagnosed in adult or intact female dogs, are malignancies. The hormonal influence plays an important 32 

role in the carcinogenesis of mammary neoplasms in bitches. In bitches, the expression of estrogen 33 

receptors (ER) is also considered a prognostic factor. The objective of this study was to verify the 34 

expression of REα in mammary carcinomas and to correlate it with clinicopathological characteristics, 35 

overall survival, disease-free interval and time of tumor development in remaining mammary gland in 36 

bitches. 84 bitches were included in this study. The radiographic and ultrasound examination were 37 
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performed in orden to verify metastases in lung and distal metastases (nodal). The surgical excision was 1 

the treatment for the mammary tumor (total or bilateral unilateral mastectomy). Samples of mammary 2 

neoplasms were evaluated for histological type and the expression of REα by means of 3 

immunohistochemistry. Evaluation of overall survival (OS), disease-free survival (DFS) and time to 4 

tumor development in remaining breast (TDTMR) was performed. ST was defined as time after 5 

mastectomy up to the date of death; the DFS was the time after mastectomy until the development of 6 

recurrence or metastasis, and the TDTMR was determined as the time after mastectomy until the 7 

appearance of tumor in the remaining mammary gland. The mean age of bitches also influenced OS, 8 

with older dogs showing a shorter survival time (p = 0.02). Carcinomas with lower-grade histological 9 

tumors expressed REα with higher frequency (p = 0.042). The isolated evaluation of this molecular 10 

marker is not considered a good prognostic factor when correlated to overall survival, disease-free 11 

survival and tumor development time in the remaining mammary gland. 12 

 13 

Key words: dog, mammary gland, neoplasm, risk factor, sex hormones. 14 

 15 

Introdução  16 

A glândula mamária é frequentemente acometida por neoplasias, sendo que os tumores 17 

mamários representam 50 a 70% das neoplasias diagnosticadas em cadelas adultas ou idosas e intactas 18 

(GODSCHMIDT et al., 2017; SORENMO et al., 2011). A influência hormonal (estrógeno e 19 

progesterona) tem papel importante na carcinogênese de neoplasias mamárias em cadelas (SORENMO 20 

et al., 2011; TOLEDO et al., 2016) e seu efeito pode ser comprovado pelo fato de que a esterilização 21 

antes da puberdade reduz em mais de 95% o risco de cadelas desenvolverem tumores de mama 22 

(BEAUVAIS; CARDWELL; BRODBELT, 2012). 23 

A expressão de receptores de estrógeno (RE) e progesterona (RP) em tumores de mama é 24 

considerada fator de prognóstico e prediz uma resposta terapêutica hormonal no câncer de mama 25 

humano (NADJI et al., 2005; PEÑA et al., 2014). Em cadelas a expressão de RE também é considerada 26 

fator prognóstico. Mamas normais, hiperplásicas e carcinomas bem diferenciados apresentam maior 27 

expressão (MAINENTI et al., 2014; MILLANTA et al., 2005) e em neoplasias pouco diferenciadas ou 28 

anaplásicas a expressão diminui (CHANG et al., 2009; PEÑA et al., 2014). Assim, cadelas portadoras 29 

de carcinomas mamários com menor expressão de RE apresentam prognóstico desfavorável (CHANG 30 

et al., 2009; NIETO et al., 2000; PETROV et al., 2016).  31 

Embora recentemente tenham sido desenvolvidos estudos avaliando expressão genética de 32 

receptores de estrógeno, progesterona e HER2, por meio de PCR quantitativo (KABIR et al., 2017), este 33 

tipo de análise é de difícil acesso na rotina clínico veterinária pelo alto custo e necessidade de 34 

infraestrutura especializada, sendo realidade somente em medicina humana. Assim, fatores como 35 

viabilidade, economia, reprodutibilidade e capacidade de execução sem alta sofisticação e equipamento 36 
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técnico devem determinar a introdução de novos fatores prognósticos na rotina clínica (DE LAS 1 

MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005). 2 

São escassos os estudos avaliando a relação entre expressão de RE e sobrevida em cadelas e os 3 

resultados são controversos, assim o papel do estrógeno como fator de prognóstico em cadelas ainda 4 

não foi esclarecido. Nieto et al. (2000) verificaram que a expressão de RE, índice Ki-67 e a idade foram 5 

fatores independentes que poderiam predizer a sobrevida livre de doença. Enquanto que o status do 6 

linfonodo, a idade e a expressão de RE foram fatores prognósticos independentes para a sobrevida 7 

global. Por outro lado, Millanta et al. (2005) relataram que tanto em cães como em gatos a expressão de 8 

RE e RP em carcinomas invasivos não se correlacionou com os parâmetros histológicos ou com o tempo 9 

de sobrevida global. 10 

Assim, com intuito de verificar o papel prognóstico da expressão de RE em carcinomas 11 

mamários de cadelas, os objetivos deste trabalho foram: verificar a expressão de REα em carcinomas 12 

mamários e correlacioná-la com características clinicopatológicas, sobrevida global, intervalo livre de 13 

doença e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente em cadelas. 14 

 15 

Material e métodos 16 

Foram incluídas neste estudo 84 cadelas, diagnosticadas com carcinoma mamário no Hospital 17 

Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi 18 

aprovado pelo Comitê de Ética de Utilização Animal da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA-19 

UFU - protocolo nº127/15). 20 

Os critérios de inclusão foram: cadelas intactas ou castradas com tumor de mama, submetidas a 21 

exame clínico, radiográfico e ultrassonografia, para avaliação de metástases pulmonares e a distância, e 22 

que realizaram exérese cirúrgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia unilateral total 23 

ou bilateral total). Foram excluídas do estudo cadelas com histórico de uso de fármacos que pudessem 24 

interferir com o desenvolvimento tumoral (drogas anti neoplásicas, anti-inflamatórios) e que foram 25 

submetidas à nodulectomia. 26 

Ao exame físico da glândula mamária, o tamanho do tumor foi aferido com auxílio de um 27 

paquímetro e posteriormente classificado em T1 (<3cm), T2 (3 a 5cm) e T3 (>5cm) (OWEN, 1980). 28 

Após a exérese cirúrgica, amostras das neoplasias mamárias e dos linfonodos regionais (axilares 29 

ou inguinais) foram coletadas e acondicionadas em frascos com formol 10% tamponado. As amostras 30 

foram fixadas por 48 horas e submetidas a processamento histológico para confecção de lâminas coradas 31 

em hematoxilina e eosina. 32 

A avaliação histológica foi realizada por dois patologistas e as neoplasias mamárias foram 33 

classificadas de acordo com os tipos histológicos (GODSCHMIDT et al., 2017) e graduação histológica 34 

(ELSTON; ELLIS, 1991). Considerando a proposta analítica deste estudo, quando a cadela possuía mais 35 

de um nódulo neoplásico maligno, com tipos histológicos diferentes, considerou-se o tipo histológico 36 



50 
 

mais agressivo (RASOTTO et al., 2017). Os linfonodos também foram avaliados microscopicamente e 1 

o estádio clínico das cadelas foi estabelecido utilizando-se sistema TNM (SONREMO et al., 2013) 2 

As amostras de neoplasias mamárias foram avaliadas quanto à expressão de RE por meio de 3 

imunohistoquímica (CINTRA, 2015). A recuperação antigênica por calor foi realizada em panela de 4 

pressão por 20 minutos em tampão citrato pH 6. Para o bloqueio de peroxidase endógena utilizou-se 5 

água oxigenada e metanol 3% por 20 minutos. O anticorpo anti ERα policlonal (H-184, SantaCruz®) foi 6 

diluído 1:200 em soro albumina bovina (Amresco®, 0332) (BSA) 1%. Os cortes receberam 100 µl do 7 

anticorpo e foram incubados por 18 h, 4oC em câmara úmida. Como sistema de revelação utilizou-se 8 

anticorpo secundário biotinilado e estreptavidina peroxidase (kit K069011 LSAB-Dako®). As lâminas 9 

foram lavadas com solução com PBS 1x, entre cada etapa. A reação foi revelada com cromógeno 3,3'-10 

diaminobenzidina (DAB K3468- Dako®) e as lâminas contracoradas com hematoxilina de Harris, 11 

desidratadas e montadas. 12 

Secções de útero de cão fixadas em formol e embebidas em parafina foram utilizadas como 13 

controle positivo e anticorpo primário foi substituído por diluente do anticorpo como controle negativo 14 

em todos os ensaios.  15 

A expressão de REα foi determinada por análise semi quantitativa de acordo com a frequência 16 

(número de células marcadas em 10 campos em objetiva de 40x). Foram consideradas positivas amostras 17 

com células epiteliais apresentando marcação nuclear em mais de 10% das células e negativas quando 18 

menos de 10% das células apresentaram marcação (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008).  19 

Para determinação da sobrevida, as cadelas foram avaliadas quadrimestralmente até a data do 20 

óbito ou por um período mínimo de dois anos. Dados sobre o estado geral do paciente, ocorrência ou 21 

não de recidivas, surgimento de novos tumores em glândulas mamárias remanescentes ou ocorrência de 22 

metástases foram registrados. Foram necropsiadas aquelas que vieram a óbito no decorrer do estudo e 23 

foram voluntariamente encaminhadas pelos tutores ao Setor de Patologia Animal - UFU.  24 

Realizou-se a avaliação do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doença (ILD) 25 

e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o 26 

tempo pós mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo pós mastectomia até o desenvolvimento 27 

de recidiva ou metástase, e o TDTMR foi determinado como o tempo pós mastectomia até o surgimento 28 

de tumor em glândula mamária remanescente. 29 

A análise estatística foi realizada através do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007). O teste 30 

qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados, conforme o caso, para comparar as variáveis 31 

clinicopatológicas apresentadas nos grupos positivos e negativos para estrógeno.  32 

O teste de Mann-Whitney foi empregado para verificar correlação entre a imunoexpressão de 33 

estrógeno e o subtipo histológico dos carcinomas. A curva de sobrevida das cadelas que vieram a óbito 34 

no período do estudo foi estimada através do método de Kaplan Meier e o teste Log-Rank foi utilizado 35 

para comparar o tempo de sobrevida global (SG), intervalo livre de doença (ILD) e tempo de 36 
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desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) com a expressão imunohistoquímica de 1 

estrógeno.  2 

Na análise da ST foram censuradas cadelas que ainda estavam vivas ou que tiveram a causa do 3 

óbito não relacionada à neoplasia mamária ou indeterminada; para o ILD censurou-se cadelas que não 4 

tiveram recidivas ou metástase, e na avaliação do TDTMR foram censuradas cadelas submetidas à 5 

mastectomia total e os casos em que foi realizada mastectomia parcial sem ocorrência de tumor em 6 

glândula mamária remanescente até o final do estudo.  7 

A comparação das variáveis preditoras para os TMC (idade, tamanho do tumor, TNM, tipo 8 

histológico, grau histológico e expressão de estrógeno) com o tempo o tempo de ST foi realizada por 9 

meio de análise multivariada por regressão de Cox. Em todos os testes foi adotado o nível de 10 

significância de 5% (p<0,05). 11 

 12 

 13 

Resultados e Discussão 14 

A idade média das cadelas desse estudo foi de 10,14±2,82 anos, sendo a maioria das cadelas 15 

com idade igual ou superior a oito anos (71/84 – 84,53%). Cadelas sem raça definida (SRD) (41/84 – 16 

48,81%) apresentaram tumor de mama com maior frequência, seguidas de cadelas da raça Poodle (14/84 17 

– 16,67%) (Tabela 1).  18 

 Os TMC são frequentemente diagnosticados em cadelas adultas e idosas (TORÍBIO et al., 19 

2012) e a idade está diretamente relacionada a um pior prognóstico (DIAS et al., 2016; RASOTTO et 20 

al., 2017). No presente estudo, a média de idade das cadelas também influenciou a SG sendo que cadelas 21 

mais velhas apresentaram menor tempo de sobrevida (p=0,02). A idade é importante fator de prognóstico 22 

clínico (DOLKA; KRÓL; SAPIERZYŃSKI, 2016), pois a cada ano adicional para a cadela aumenta a 23 

taxa de risco de desenvolvimento de tumor de mama em 23% (DIAS et al., 2016). 24 

Neoplasias menores que três centímetros (T1) foram mais frequentes (34/84 – 40,47%). O 25 

tamanho tumoral é considerado um fator de prognóstico importante para cadelas (CASSALI et al., 2014; 26 

SORENMO et al., 2011) além de ter relação com a sobrevida (DIAS et al., 2016). Porém no presente 27 

estudo, na análise multivariada de Cox, o tamanho das neoplasias mamárias não apresentou relação com 28 

a sobrevida (p= 0,616) (Tabela 2).  29 

Dias et al. (2016) e Philibert et al. (2003) correlacionaram tamanho de tumor e a sobrevida 30 

também utilizando a análise multivariada e verificaram que cadelas com tumores menores apresentam 31 

maior tempo de sobrevida em relação aquelas com tumores maiores que 3cm de diâmetro. O modelo de 32 

riscos proporcionais de Cox é uma análise de regressão múltipla aplicado na análise de sobrevida e 33 

indicado quando se deseja estimar o papel de variáveis independentes que agem multiplicativamente 34 

sobre o risco (KLEINBAUM e KLEIN, 1995). Assim, diversos fatores além do tamanho, como o tipo e 35 

grau histológico, podem influenciar em conjunto a sobrevida de cadelas com neoplasia mamária. 36 



52 
 

Além do tamanho tumoral, o estadiamento do paciente também deve ser avaliado como fator 1 

prognóstico em TMC (LAVALLE et al., 2009). No presente estudo, 30,97% das cadelas receberam 2 

estadiamento IV e o estadiamento clínico não apresentou correlação com sobrevida (p=0,265), porém o 3 

pequeno número de cadelas com metástase à distância neste estudo pode ter influenciado na análise 4 

estatística.  5 

A distribuição de cadelas com TM entre os diversos estádios (TNM) varia entre diversos 6 

estudos.  Toríbio et al. (2012) relataram 27,7% de cadelas em estádio I e II, e 19,60% em IV; Gundim 7 

et al. (2016) 31,75% em estádio I e 22,22% em IV. Já Oliveira Filho et al. (2010) e Lavalle et al. (2012) 8 

observaram respectivamente, 29,5% e 82,7% das cadelas com estádio IV.  9 

O tipo histológico mais frequente foi o carcinoma complexo (38/84 – 45,24%), tendo maior 10 

frequência tumores grau II (37/84 – 44,04%) (Tabela 1). Contudo o tipo histológico (p=0,32) e grau 11 

(p=0,56) não influenciaram a sobrevida. O carcinoma complexo tem sido relatado como o tipo mais 12 

frequente, com melhor sobrevida e menor risco de morte pela neoplasia (RASOTTO et al., 2017; 13 

SANTOS et al., 2013). Por outro lado, cães com carcinomas simples apresentam pior prognóstico 14 

quando comparados com outros carcinomas (KARAYANNOPOULOU et al., 2005). 15 

Outros estudos também relataram neoplasias mamárias de grau II como sendo as mais 16 

frequentes (DIAS et al., 2016; KARAYANNOPOULOU et al., 2005), sendo que não houve diferença 17 

na sobrevida quando comparados carcinomas de grau II ou III, com ambos os graus apresentando pior 18 

prognóstico (KARAYANNOPOULOU et al., 2005).  19 

A imunomarcação positiva de receptores de estrógeno (REα) foi identificada em núcleos de 20 

células epiteliais neoplásicas, enquanto estroma, células mioepiteliais, cartilaginosas e ósseas, em 21 

tumores complexos e mistos, não apresentaram reatividade para REα, confirmando a reatividade do 22 

anticorpo utilizado e manutenção da antigenicidade dos tecidos testados (Figura 1).  23 

Em 30,95% (26/84) das amostras de neoplasias mamárias houve expressão de REα, enquanto 24 

59,05% (58/84) dos casos foram negativos. Estudos avaliando a imunoexpressão de REα como fator 25 

prognóstico e preditivo em TMC ainda são incomuns, com resultados variáveis e inconclusivos 26 

apresentando percentuais de marcação positiva para REα que variam de 10% a 92,3% (PEÑA et al., 27 

2014).  28 

A variação de percentual de marcação positiva para RE nos tumores mamários caninos pode ter 29 

como origem a utilização de diferentes clones de anticorpos, em que a sensibilidade e a especificidade 30 

são variáveis. O uso de anticorpos específicos para a cadela, assim como a padronização de métodos de 31 

detecção antigênica podem reduzir estas discrepâncias (PEÑA et al., 2014). Ainda, conforme as 32 

recomendações da ASCO (2010), para imunohistoquímica de RE e PR em humanos, todos os tumores 33 

REα falsos negativos apresentam três características investigáveis: fixação inadequada, ausência de 34 

controles negativo e interno da reação (HAMMOND et al., 2010). Por fim, a qualidade do corte 35 

histológico, o treinamento do patologista na leitura das lâminas e a falta de padronização na interpretação 36 
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das imunorreatividades dos marcadores moleculares para as neoplasias mamárias de cadela (PEÑA et 1 

al., 2014) podem interferir nos resultados de marcação para marcadores moleculares. 2 

Não houve correlação entre a expressão de REα nos carcinomas e a idade do animal, assim como 3 

relatado por outros autores (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; 4 

MILLANTA et al., 2005, 2014). Considerando que os TMC acometem principalmente cadelas idosas, 5 

acredita-se que a expressão de REα decresça de acordo com a idade (CHANG et al., 2009; NIETO et 6 

al., 2000). 7 

Vários autores relataram que neoplasias malignas com subtipos mais indiferenciados expressam 8 

menos REα (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; MILLANTA et al., 2005; 9 

YANG et al., 2006). Não houve correlação da expressão de REα com os subtipos histológicos, porém 10 

carcinomas com menor grau histológico expressaram REα com maior frequência (p=0,042) (Tabela 3).  11 

O percentual de expressão positiva de REα deste estudo (30,95%) é considerado baixo quando 12 

se compara a expressão de REα em mulheres (68,8% a 81%) (HAMMOND et al., 2010; YAMASHITA 13 

et al., 2006). Contudo, baixa expressão de REα em TMC já foi relatada em estudos prévios, com 14 

percentuais variando de 6,30% (ILLERA et al., 2006) a 22% (DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 15 

2005), sendo esta baixa expressão associada a indiferenciação histológica (CHANG et al., 2009; DE 16 

LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005). Ademais, a não expressão de REα pode estar relacionada à 17 

detecção limitada do anticorpo, ou ainda, a ligação incompleta do estrógeno ao seu receptor REα 18 

(FUQUA et al., 1991; MCGUIRE; CHAMNESS; FUQUA, 1991). 19 

No presente estudo carcinomas com menor grau histológico expressaram REα com maior 20 

frequência. Vários estudos indicaram que os carcinomas complexos com grau histológico I ou II 21 

expressaram com maior frequência REα quando comparados com carcinomas simples (tubular e 22 

tubulopapilar) em qualquer grau histológico (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 23 

2005; MILLANTA et al., 2014; MORRIS et al., 2009). Menor expressão de REα foi observada quando 24 

havia associação de subtipos histológicos malignos com alto grau histológico e que esta associação 25 

resultava em prognóstico ruim tanto na cadela como na mulher (DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 26 

2005; NIETO et al., 2000; YAMASHITA et al., 2006). 27 

Os carcinomas complexos grau II foram a maioria neste estudo. Carcinomas indiferenciados, de 28 

grau histológico II ou III apresentam risco de metástase nodal e a distância, além de não expressarem 29 

REα, principalmente devido à indiferenciação celular (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; 30 

MILLÁN; DIOS, 2005; PEÑA et al., 2014) 31 

Também não foi observada correlação do estadiamento clínico com a imunomarcação para REα 32 

(p=0,522) (Tabela 3). A expressão REα, em especial na mulher, associado ao estadiamento clínico são 33 

considerados importantes fatores de prognóstico (HAMMOND et al., 2010; YAMASHITA et al., 2006), 34 

e parece ter o mesmo papel nos TMC (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005). 35 

Estudos em TMC, com análises univariadas, verificaram expressão de REα para cadelas em 36 

estadiamento clínico I, II e III (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005. Estes 37 
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autores ao avaliarem individualmente, a presença de metástase tanto a distância como em linfonodos, 1 

também verificaram que há correlação com expressão de REα (CHANG et al., 2009; DE LAS MULAS; 2 

MILLÁN; DIOS, 2005). No entanto, a análise univariada, quando comparada à multivariada, não é 3 

indicada para analisar fatores de prognóstico relacionados entre si (DE LAS MULAS; MILLÁN; DIOS, 4 

2005). 5 

Recidiva local ocorreu em 3,57% (3/84) das cadelas e metástase à distância foi observada em 6 

40,47% (34/84). Todas as cadelas (3/84) que tiveram recidiva local também apresentaram 7 

desenvolvimento posterior de metástase à distância. O ILD foi de 234,45 ±241,05 dias (7,8 ±8,03 8 

meses). 9 

 Mastectomia total bilateral foi realizada em 26,19% (22/84) das cadelas e a mastectomia total 10 

unilateral em 73,81% (62/84). Desenvolvimento de tumor em glândula mamária remanescente foi 11 

constatado em 29,03% (18/62) das cadelas que foram submetidas à mastectomia total unilateral. O 12 

TDTMR foi de 279,68 ±317,75 dias (9,32 ±10,59 meses).  13 

Ao final do estudo 57,14% (48/84) vieram a óbito, com tempo médio de SG de 483,42 ±319,17 14 

dias (16,1 ±10,6 meses) (Figura 2). Em relação à expressão de estrógeno, 29,17% (14/48) das cadelas 15 

que vieram a óbito foram positivas e 70,83% (34/48) foram negativas e não houve correlação da 16 

expressão de REα com o tempo de SG (p=0,062) (Figura 3 – A). A recidiva local ou metástase ocorreu 17 

em 30,77% (8/26) das cadelas que foram positivas para REα e em 46,55% (27/58) das negativas e não 18 

houve correlação entre o ILD e a imunoexpressão de REα (p= 0,201) (Figura 3 – B).  19 

Do mesmo modo, não houve correlação entre a imunoexpressão de REα e o TDTMR das cadelas 20 

avaliadas nesse estudo (p= 0,315) (Figura 3– C). Desenvolvimento de tumor em glândula mamária 21 

remanescente ocorreu em 15,38% (4/26) das cadelas positivas para REα e em 24,14% (14/58) das 22 

negativas.  23 

 O desenvolvimento de tumor em mama remanescente (IBTR) na mulher varia de 2% 24 

(ARVOLD et al., 2011), 4,89% (TINTERRI et al., 2014), 7,4% (CORSO et al., 2018), 20,5% 25 

(ISHITOBI et al., 2015) e 30%  (NIELSEN et al., 2006). Enquanto que o desenvolvimento de tumor em 26 

mama contralateral (CBC) é relatado em  1,4% (TINTERRI et al., 2014), 3,4% (CORSO et al., 2018), 27 

4% (NIELSEN et al., 2006) e até 8% (BARTELINK et al., 2015) das mulheres com tumor de mama. O 28 

desenvolvimento de IBTR e CBC em mulheres têm correlação com idade, fatores genéticos, além de 29 

fatores clinicopatológicos como tamanho tumoral, graduação e tipo histológico, status nodal, tipo de 30 

mastectomia além do tratamento pós cirúrgico (CORSO et al., 2018; ISHITOBI et al., 2015; NIELSEN 31 

et al., 2006; TINTERRI et al., 2014).  32 

 Diferentemente dos resultados observados nas cadelas deste estudo, a presença de CBC e/ou 33 

IBTR na mulher estão relacionadas com ausência de expressão de RE e RP nos tumores mamários 34 

(ARVOLD et al., 2011; CORSO et al., 2018). Por outro lado, Corso et al. (2018), também verificaram 35 

que, apesar da SG diminuir em mulheres com IBTR e CBC, não houve correlação entre SG e IBTR e 36 

CBC.  37 
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 Estudos prévios também não verificaram correlação entre expressão de REα em TMC e 1 

sobrevida (CHANG et al., 2009; MILLANTA et al., 2005). Chang et al. (2009) avaliaram a expressão 2 

de REα e RP e verificaram que dentre estes dois hormônios a expressão de PR é que pode ser considerada 3 

como melhor fator prognóstico, sendo que cadelas que apresentam menor expressão de PR tem menor 4 

sobrevida. Estes autores ainda verificaram que a sobrevida era menor em cadelas REα positivas e RP 5 

negativas. 6 

 O desenvolvimento do tumor mamário é evento já programado nos primeiros anos de vida da 7 

cadela e não é influenciado pela supressão do estímulo hormonal na maturidade (FONSECA; DALECK, 8 

2000). O estrógeno pode atuar por ligação a REα presente em células epiteliais e estromais da glândula 9 

mamária induzindo nestas células uma expressão aumentada de receptores de progesterona. Dentro essa 10 

hipótese, o estrógeno atuaria no estágio inicial da doença e uma perda progressiva de REα ocorreria 11 

durante a evolução da doença, resultando em não-reatividade de REα em carcinomas mamários 12 

(MILLANTA et al., 2005). 13 

 Na cadela, a expressão de RE e RP é maior em neoplasias benignas de mama e somente uma 14 

parte das neoplasias malignas apresentam esses receptores e em concentrações menores, pois com a 15 

progressão do tumor e aumento da malignidade há redução da dependência hormonal e maior autonomia 16 

das células neoplásicas (GERALDES; GARTNER; SCHMITT, 2000). Além disso, há correlação 17 

inversa entre o número de receptores para estrógeno com a atividade da glucose6-fosfatase e da 6-18 

fosfogluconato-desidrogenase, enzimas conhecidas por estarem relacionadas com a malignidade das 19 

células neoplásicas (NERURKAR et al., 1990). 20 

 Outro fator a ser considerado para a falta de correlação entre expressão de REα e sobrevida é 21 

que, apesar da detecção dos REα pelo método de imunohistoquímica, nem todos os receptores 22 

demonstrados podem ser funcionais, devido a defeito na cascata funcional do RE em níveis de 23 

transcrição, tradução e pós-traducionais (BARNES et al., 1998). 24 

 Ainda, alguns autores defendem a necessidade de interação de marcadores moleculares 25 

endócrinos com marcadores moleculares de prognóstico como cicloxigenase 2 (Cox-2), microssomal 26 

PGE sintetase 1 (mPGES-1) (MILLANTA et al., 2014) e PR, Ki-67, P53, HER-2, CK5/14 dentre outros, 27 

para realização de classificação molecular e comparação com sobrevida (CHANG et al., 2009; DE LAS 28 

MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005; GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; KIM et al., 2016; SASSI et al., 29 

2010; TOLEDO et al., 2016). 30 

 Na mulher (YAMASHITA et al., 2006) e nas cadelas (CHANG et al., 2009; DE LAS 31 

MULAS; MILLÁN; DIOS, 2005) a expressão de REα e PR no tumor mamário apresenta melhor 32 

prognóstico, quando se compara com a imunoexpressão de REα isoladamente. Além disso, expressão 33 

do REα também já foi associada a outros fatores prognósticos como estadiamento clínico, tamanho 34 

tumoral e metástases (CHANG et al., 2009).  35 

 36 

 37 
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Conclusão 1 

A idade é fator de prognóstico nos tumores mamários de cadelas e neoplasias de menor grau 2 

histológico expressam REα. A avaliação isolada deste marcador molecular não é considerada um bom 3 

fator de prognóstico quando se considera sobrevida global, tempo livre de doença e o tempo de 4 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente. 5 

 6 
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Tabela 1. Aspectos clínicopatológicos e tumorais de cadelas com neoplasia mamária, Uberlândia- MG, 2018 1 

Características  n (%) 
Idade ± DP, Mínimo/Máximo (anos) 10,14±2,82 (4-17) 
    < 8 anos 13 (15,47%) 
    ≥ 8 anos 71 (84,53%) 
Raça  
    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 (Pastor alemão, Lhasa e Rotweiller) 4 (4,76%) 
Tamanho tumoral  
     T1 (< 3 cm) 34 (40,47%) 
     T2 (3 a 5 cm) 21 (25%) 
     T3 (> 5 cm) 29 (34,53%) 
Carcinomas  
     Carcinomas simples  
             Carcinoma tubulopapilar 29 (34,52%) 
             Carcinoma sólido 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 histológico  
      I 35 (41,67%) 
      II 37 (44,04%) 
      III 12 (14,29%) 
TNM  
     I 25 (29,77%) 
    II 13 (15,48%) 
    III 12 (14,28%) 
    IV 26 (30,95%) 
    V 8 (9,52%) 

 2 

 3 

Tabela 2. Regressão multivariada de Cox com risco relativo e intervalo de confiança de 95% para variáveis 4 

preditoras e sobrevida global de cadelas com carcinoma mamário, Uberlândia- MG, 2018 5 

Variáveis Erro Padrão p-valor Taxa de risco IC (95%) 
Idade 0,076 0,028* 1,181 1,017 – 1,371 
Raça 0,386 0,707 0,864 0,405 – 1,844 
Tamanho do tumor 0,282 0,086 0,616 0,354 – 1,072 
TNM 0,153 0,265 1,186 0,877 – 1,604 
Subtipo histológico 0,123 0,320 0,885 0,695 – 1,126 
Grau histológico 0,239 0,506 1,172 0,733 – 1,873 
Expressão de estrógeno 0,707 0,069 0,616 0,989 – 1,299 

            *P < 0.05 é considerado significante. 6 
 7 

 8 

 9 

 10 
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Tabela 3. Correlação entre aspectos clinicopatológicos de cadelas com neoplasias mamárias e imunoexpressão de 1 

estrógeno, Uberlândia – MG, 2018 2 

Características Positivas (n= 26) Negativas (n= 58) p-valor 
Idade         0,6311 

< 8 anos 4 (15,38%) 9 (15,52%)  
≥ 8 anos 22 (84,62%) 49 (84,48%)  

Raças       0,4771 

SRD 13 (50,00%) 27 (46,55%)  
Raça Pura 13 (50,00%) 31 (53, 45%)  

Tamanho tumoral       0,5952 

T1 (≤ 3 cm) 9 (34,62%) 25 (43,10%)  
T2 (> 3 e ≤ 5 cm) 6 (23,08%) 15 (25,86%)  
T3 (> 5 cm) 11 (42,30%) 18 (31,04%)  

Subtipo histológico       0,6013 

      Carcinoma complexo 13 (50,00%) 25 (43,10%)  
      Carcinoma simples 13 (50,00%) 32 (55,18%)  
      Carcinossarcoma 0 (0,0%) 1 (1,72%)  
Grau histológico       0,0422* 

       I 13 (50,00%) 22 (37,93%)  
       II 13 (50,00%) 24 (41,38%)  
       III 0 (0,00%) 12 (20,59%)  

TNM       0,5222* 

       I, II, III 15 (57,69%) 35 (60,35%)  
       IV e V 11 (42,31%) 23 (39,65%)  

*P < 0.05 é considerado significante. 1Teste exato de Fisher, 2Qui-quadrado, 3Teste de Mann-Whitney. 3 
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Figura 1. Fotomicrografias de imunoexpressão de estrógeno. A- Útero de cadela com núcleos de células epitelial 1 

glandulares marcadas, IHQ, 100x, 200 µm . B- Útero de cadela. Notar ausência de marcação para estrógeno em 2 

células epiteliais glandulares, IHQ, 100x, 200 µm. C- Carcinoma complexo mamário com células neoplásicas 3 

imunomarcadas, IHQ, 100x, 200µm. D- Carcinoma tubulopapilar com núcleos de células neoplásicas marcadas 4 

por estrógeno, IHQ, 100x, 200µm, Uberlândia – MG, 2018 5 
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Figura 2. Curva Kaplan Meier do tempo de sobrevida global de cadelas com neoplasia mamária.  1 
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Figura 3. Teste Log-Rank da análise da expressão de estrógeno em neoplasias mamárias de cadelas com relação 1 

a: A) Sobrevida global (p=0,062); B) Intervalo livre de doença (p=0,201); e C) Tempo de desenvolvimento de 2 

tumor em mama remanescente (p=0,315). NS= não significativo.  3 

 4 

 5 

 6 
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CAPÍTULO 3 - Fenótipo triplo negativo em carcinomas mamários de cadelas e 
correlação com fatores de prognóstico e sobrevida 
 

Artigo a ser submetido na Revista Veterinary and Comparative Oncology (ISSN:1476-5829) 
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Fenótipo triplo negativo em carcinomas mamários de cadelas e correlação com fatores de prognóstico 
e sobrevida 

Número de palavras: 3857 

Número de figuras: 3 

Número de tabelas: 5 

Conflitos de interesse: Os autores não têm conflitos de interesse para reportar. 

 

Resumo 

O fenótipo triplo negativo é caracterizado pela ausência de expressão de receptores de estrógeno (RE) e 

progesterona (RP) e HER2. Acomete principalmente cadelas idosas, intactas e quando diagnosticado, 

apresenta comportamento agressivo, prognóstico desfavorável e menor sobrevida. Relatos de 

frequência, comportamento clínico, fatores de prognóstico e sobrevida deste fenótipo em cadelas são 

escassos, sendo assim os objetivos deste estudo foram: verificar a frequência do fenótipo triplo negativo 

em CMC e sua associação com sobrevida e verificar a relação deste fenótipo com parâmetros 

clinicopatológicos. Foram incluídas neste estudo 84 cadelas. Elas foram submetidas a exame 

radiográfico e de ultrassonografia, para avaliação de metástases pulmonares e a distância, e realizaram 

como tratamento mastectomia unilateral total ou bilateral total. As amostras de neoplasias mamárias 

foram avaliadas quanto ao tipo histológico, invasividade estromal, e a expressão de RE, RP e HER2 por 

meio de imunohistoquímica. Realizou-se a avaliação do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo 

livre de doença (ILD) e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). Em 

21,43% foram identificados CMC triplo negativo (CMCTN). Nenhum dos parâmetros 

clinicopatológicos avaliados (tipo e grau histológico, estadios clínicos, invasividade estromal, idade, 

tamanho e localização tumoral) diferiram significativamente entre os dois grupos de CMC (triplo 

negativos e não triplo negativos), exceto a castração. Na análise multivariada, observou-se correlação 

da castração 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 castração 

pode influenciar na ocorrência de CMCTN. 

Palavras chave: castração, estrógeno, HER2, progesterona 
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1 Introdução 

O carcinoma mamário canino (CMC) é uma doença frequente e complexa, com aspectos 

morfológicos, clínicos, fenotípicos e moleculares heterogêneos 1,2. Esta heterogeneidade é evidente 

quando tumores mamários do mesmo tipo histológico demonstram um comportamento clínico 

diferente,3 dificultando a determinação de um prognóstico definitivo 1.  

No câncer de mama humano, assim como na cadela, tamanho do tumor, tipo e grau histológico 

e presença de metástases são usados para determinar o prognóstico 4–8 e, na mulher, o tratamento 4. 

Ademais, faz parte da avaliação de rotina das pacientes a investigação da imunoexpressão de marcadores 

moleculares como receptores de estrógeno (RE), receptores de progesterona (RP) e o fator de 

crescimento epidérmico humano 2 (HER2) visando a classificação molecular da neoplasia, assim como 

a definição da estratégia terapêutica e determinação do prognóstico9. 

A ausência de expressão de RE, RP e HER2 caracteriza o fenótipo triplo negativo, tanto na 

mulher 10 como na cadela 3. Na mulher, este fenótipo é relevante considerando a facilidade de 

identificação na rotina clínica, a agressividade, a ausência de terapia específica e o comportamento 

clínico 9. Representa 10% a 17% das neoplasias 11,12, é diagnosticado em mulheres pré menopausa 13,14. 

O carcinoma mamário canino triplo negativo (CMCTN) acomete principalmente cadelas intactas, com 

mais de 10 anos 3,14,15 sendo relatadas as frequências de 15,5% 15, 18,7% 3 e 76,3% 16. CMCTN também 

apresenta comportamento agressivo, prognóstico desfavorável e menor sobrevida 3. 

Assim como na mulher 12, estudos tem associado menor sobrevida ao fenótipo triplo negativo 

em cadelas 16,17. O risco de morte em cadelas com este fenótipo tumoral pode ser influenciado pelo 

tamanho tumoral, o processo inflamatório peritumoral e a presença de metástases tanto em linfonodos 

como à distância 16. 

 Relatos de frequência, comportamento clínico, fatores de prognóstico e sobrevida do CMCTN 

são escassos 3 sendo que a maioria estudos se referem ao tipo molecular basal like.  A ausência de 

expressão de receptores hormonais e HER2 é comum aos tipos moleculares basal like e normal like. Por 

apresentarem características clínicas, morfológicas e fenotípicas semelhantes o fenótipo triplo negativo, 

na mulher 18–22 e na cadela 3, é considerado correspondente ao tipo basal like.   

Os objetivos deste estudo foram: verificar a frequência do fenótipo triplo negativo em CMC e 

sua associação com sobrevida; verificar a relação deste fenótipo com parâmetros clinicopatológicos e 

contribuir para a determinação do valor prognóstico do fenótipo triplo negativo em cadelas. 

2 Material e métodos 

2.1 Pacientes e características tumorais 
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Foram incluídas neste estudo 84 cadelas, diagnosticadas com carcinoma mamário no Hospital 

Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi 

aprovado pela Comissão de Ética na Utilização de Animais (CEUA – UFU - protocolo nº127/15). 

Os critérios de inclusão no estudo foram: cadelas intactas ou castradas com tumor de mama, 

submetidas a exame clínico, radiográfico e ultrassonografia, para avaliação de metástases pulmonares e 

a distância, e que realizaram exérese cirúrgica como tratamento para o tumor de mama (mastectomia 

unilateral total ou bilateral total). Foram excluídas do estudo cadelas com histórico de uso de fármacos 

que pudessem interferir com o desenvolvimento tumoral (drogas anti neoplásicas, anti-inflamatórios) e 

que foram submetidas à nodulectomia. 

Ao exame físico da glândula mamária, o tamanho do tumor foi aferido com auxílio de um 

paquímetro e posteriormente classificado em T1 (<3cm), T2 (3 a 5cm) e T3 (>5cm) 23. Após a exérese 

cirúrgica, amostras das neoplasias mamárias 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 histológico de rotina para confecção de lâminas coradas em 

hematoxilina e eosina. 

A avaliação histológica foi realizada por dois patologistas e as neoplasias mamárias foram 

classificadas histologicamente de acordo com Goldsmith et al (2017) 24 e graduação histológica 

conforme Elston & Ellis (1991) 25. Considerando a proposta analítica deste estudo, quando a cadela 

possuía mais de um nódulo neoplásico maligno, com tipos histológicos diferentes, considerou-se o tipo 

histológico mais agressivo 8. Os linfonodos também foram avaliados microscopicamente e o estádio 

clínico das cadelas foi estabelecido utilizando-se sistema TNM 26.  

A invasividade tumoral foi determinada histologicamente de acordo com estágios 27,28: estágio 

0 para tumores sem invasão estromal; estágio I para tumores com invasão estromal e estágio II para 

tumores com invasão de vasos linfáticos ou sanguíneos.  

 

2.2 Imunohistoquímica  

As amostras de neoplasias mamárias foram avaliadas por meio de imunohistoquímica quanto à 

expressão de RE, RP e HER2 para determinação do fenótipo triplo negativo. Os anticorpos utilizados e 

os procedimentos de recuperação antigênica adotados para cada anticorpo foram sumarizados na Tabela 

1. A recuperação antigênica por calor foi realizada em panela de pressão por 20 minutos em tampão 

citrato pH 6 2,28, exceto para HER2, que se utilizou EDTA pH 9 em micro-ondas 720 W por 15 minutos 
29. Como controle negativo, o anticorpo primário foi substituído por soro albumina bovina (Amresco®, 

0332) (BSA) 1% em todos os ensaios. Como sistema de revelação utilizou-se anticorpo secundário 

biotinilado e estreptavidina peroxidase (kit K069011 LSAB-Dako®). As lâminas foram lavadas com 
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solução PBS, entre cada etapa. A reação foi revelada com cromógeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB 

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

A expressão de RE e RP foi determinada por análise semi quantitativa de acordo com a 

frequência (número de células marcadas em 10 campos em objetiva de 40x). Foram consideradas 

positivas para RE, amostras com células epiteliais apresentando marcação nuclear em mais de 10% das 

células e negativas quando menos de 10% das células apresentaram marcação 2. Enquanto que para RP, 

as amostras foram positivas quando coloração nuclear foi observado em pelo menos 5% de células 

tumorais 30.  

Para a análise da expressão de HER 2 foi determinada a partir da verificação da marcação da 

membrana das células epiteliais, conforme escore recomendado pelo HerceptTestTM (Dako). O escore 

+3 foi atribuído no caso de imunomarcação intensa, uniforme e completa de membrana plasmática em 

mais de 10% das células epiteliais da amostra tumoral. No escore +2 observou-se imunomarcação 

completa ou incompleta de membrana, em mais de 10% de células epiteliais neoplásicas. O escore +1 

foi atribuído no caso de marcação fraca e incompleta de membrana plasmática, em pelo menos 10% de 

células epiteliais, e o escore 0 quando não houve marcação de membrana plasmática. Os tumores com 

escore +3 e +2 foram considerados positivos.  

 

2.3 Acompanhamento e análise de sobrevida dos pacientes 

Para determinação da sobrevida, as cadelas foram avaliadas quadrimestralmente até a data do 

óbito ou por um período mínimo de dois anos. Dados sobre o estado geral do paciente, ocorrência ou 

não de recidivas, surgimento de novos tumores em glândulas mamárias remanescentes ou ocorrência de 

metástases foram registrados. Foram necropsiadas aquelas que vieram a óbito no decorrer do estudo e 

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

Realizou-se a avaliação do tempo de sobrevida global (SG), do intervalo livre de doença (ILD) 

e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR). A ST foi definida como o 

tempo pós mastectomia até a data da morte; o ILD foi o tempo pós mastectomia até o desenvolvimento 

de recidiva ou metástase, e o TDTMR foi determinado como o tempo pós mastectomia até o surgimento 

de tumor em glândula mamária remanescente. 

2.4 Análise Estatística 

Na análise estatística, teste qui-quadrado foi utilizado para comparar as variáveis 

clinicopatológicas entre o grupo CMCTN e grupo não triplo negativo, com exceção da variável tipo 

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

excluído o tipo especial carcinossarcoma. 

A curva de sobrevida das cadelas foi estimada através do método de Kaplan Meier e o teste Log-

Rank foi utilizado para comparar o tempo de SG de cadelas de tumores triplo negativos, além de 

intervalo livre de doença (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente 

(TDTMR).  

Na análise da SG foram censuradas cadelas que ainda estavam vivas ou que tiveram a causa do 

óbito não relacionada à neoplasia mamária ou indeterminada; para o ILD censurou-se cadelas que não 

tiveram recidivas ou metástase, e na avaliação do TDTMR foram censuradas cadelas submetidas à 

mastectomia total e os casos em que foi realizada mastectomia parcial sem ocorrência de tumor em 

glândula mamária remanescente até o final do estudo.  

A comparação das variáveis preditoras para os CMC (idade, tamanho do tumor, localização, 

castração, TNM, tipo histológico, grau histológico, invasividade tumoral, amostras triplo negativo e não 

triplo negativo) com o tempo de SG foi realizada por meio de análise multivariada por regressão de Cox. 

Os testes foram realizados com o programa BioEstat 5.0 31, com nível de significância de 5% (p<0,05). 

 

3 Resultados  

A idade média das cadelas foi de 10,14±2,82 anos, variando entre 4 e 17 anos e 84,53% (71/84) 

das cadelas apresentou idade igual ou superior a oito anos. Neste estudo, cadelas sem raça definida 

(SRD) corresponderam a 48,81% (41/84) dos animais, seguidas de cadelas da raça Poodle (14/84 – 

16,67%) e Pinscher (6/84 – 7,14%). Apenas 3,57% (3/84) das cadelas foram castradas antes da remoção 

dos tumores mamários (Tabela 2). 

 O tamanho tumoral médio foi 4,62±3,61 cm (0,5 – 21,5cm) e as glândulas inguinais (22/84 – 

26,2%) foram frequentemente acometidas. Quanto a avaliação histológica das amostras, os carcinomas 

simples (38/84 – 45,24%) de grau II (37/84 – 44,04%) foram mais frequentes. A invasidade de vasos 

sanguíneos ou linfáticos foi evidenciada em 13/84 (15,48%) amostras e 34/84 (40,48%) linfonodos 

apresentaram metástases (Tabela 2).  

De acordo com a imunoexpressão 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 três marcadores (Tabela 3) (Figura 1).  

Nenhum dos parâmetros clinicopatológicos avaliados diferiram significativamente entre os dois 

grupos de CMC (triplo negativos e não triplo negativos), exceto pela castração (Tabela 4). Cadelas não 

castradas tiveram alto risco de desenvolvimento de CMCTN (P=0,006).  



73 
 

À análise multivariada entre a sobrevida global (SG) e as variáveis preditoras para CMC, 

observou-se correlação com castração (p=0,012), não sendo confirmada a correlação entre a sobrevida 

e CMCTN (p=0,62). Também não houve correlação entre as demais variáveis analisadas (Tabela 5).  

Na análise da sobrevida de cadelas com CMCTN, 50% (9/18) morreram no período de 2 anos 

após mastectomia, com tempo médio de SG de 471,42±353,45 dias (15,71±11,78meses) (Figura 2A). 

No grupo de cadelas não triplo negativas 59,1% (39/66) morreram no período avaliado, com tempo 

médio de SG de 491,05±306,31 dias (16,37±10,21meses). Na comparação das curvas de sobrevida entre 

cadelas com CMCTN e não triplo negativas não houve diferença 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 análise de TDTMR. Mastectomia total unilateral foi realizada em 73,81% (62/84). 

Desenvolvimento de tumor em glândula mamária remanescente foi constatado em 29,03% (18/62) das 

cadelas que foram submetidas à mastectomia total unilateral. Recidiva local ocorreu em 3,57% (3/84) 

das cadelas e metástase à distância foi observada em 40,47% (34/84). Todas as cadelas (3/84) que 

tiveram recidiva local também apresentaram desenvolvimento posterior de metástase à distância. 

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 não triplo negativo foi 

de 305,63±339,62 (10,19±11,32 meses). O intervalo livre de doença (ILD) foi de 121±89,69 dias 

(4,03±2,99 meses) no grupo de cadelas com CMCTN. O ILD do grupo não triplo negativo foi de 

252,06±248,37 (8,40±8,28 meses).  

As metástases foram a causa da morte de 36,91% (31/84) das cadelas com TMC, sendo o 

principal sítio os pulmões (70,97% - 22/31), seguido o fígado (29,03% - 9/31), linfonodo inguinal 

(12,90% - 4/31) e por fim, outros focos como cavidade abdominal (3,22% - 1/31) e baço (3,22% - 1/31). 

A recidiva local e metástases ocorreram concomitantemente em 22,22% (4/18) das cadelas com 

CMCTN enquanto que nas cadelas não triplo negativas, 46,97% (31/66) apresentaram recidiva local e 

metástase.  

Não houve diferença entre o ILD de cadelas com CMCTN e cadelas não triplo negativas 

(p=0,08) (Figura 4B). Desenvolvimento de tumor em glândula mamária remanescente ocorreu em 

16,67% (3/18) das cadelas com CMCTN e em 24,24% (16/66) das cadelas não triplo negativas. Do 

mesmo modo, não houve diferença no TDTMR entre cadelas com CMCTN e cadelas não triplo 

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

 

4 Discussão 

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

amostras de CMC foram TN. Frequências de CMCTN semelhantes foram relatadas (15,5% 15, 18,7% 3) 

e, na mulher, tumores TN representam 10 a 17% das neoplasias mamárias 10–12.  Outros estudos em 

cadelas, relataram frequências maiores (55% 32 e 76,3% 16) e vários fatores podem ter contribuído para 
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esta discrepância, como variação no critério de inclusão no estudo 16 e metodologia empregada, como 

uso de diferentes clones de anticorpos 16,33, determinação de limiar de positividade, ou seja, cut off para 

marcação de RE e RP 15 e falta de padronização de técnicas de imunohistoquímica na cadela 16,34.  

Em cadelas, receptores hormonais e HER2 são importantes marcadores moleculares utilizados 

na determinação de prognóstico 2,28,29. Apesar da expressão gênica ser considerada “padrão ouro” para 

a caracterização molecular do tumor de mama, esta tecnologia ainda é pouco utilizada 35 em Medicina 

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

treinado. Por estes motivos, a técnica de imunohistoquímica é amplamente utilizada, pois a expressão 

molecular corresponde e correlaciona-se com a expressão gênica no câncer de mama 22,36.   

Tumores TN acomete mulheres na pré menopausa 13,14, enquanto na cadela, acomete animais 

com mais de oito anos e não castradas 2,3,15,16. Neste estudo a média de idade das cadelas foi de 10 anos 

e não houve correlação entre idade e frequência de tumores TN, assim como relatado por outros autores 

que não identificaram relação entre idade e tumores que não expressaram RE, PR e HER2 2,3. 

No caso de CMC em geral, a cada ano de vida adicional há aumento da taxa de risco de 

desenvolvimento de tumor de mama em 23% e a idade avançada está relacionada a menor sobrevida e 

pior prognóstico 7. Além disso, a idade está relacionada com expressão de receptores hormonais, sendo 

que cadelas velhas apresentam negatividade para RE 2,28,37–39 e RP 28 e maior marcação de Ki67 2.  

Dentre as variáveis clinicopatológicas estudadas, na análise univariada, aquela que apresentou 

relação com a frequência de CMCTN foi a castração. A importância da castração como método de 

prevenção de neoplasias mamárias já está bem estabelecida 40,41. Cadelas castradas antes do primeiro 

cio, reduzem 99,95% as chances de desenvolvimento tumoral 42, pois o desenvolvimento tumoral é 

altamente promovido pela presença de estrógeno e progesterona nesta espécie 40.  

Nas cadelas com CMCTN do presente estudo, 94,45% não eram castradas e são escassos os 

estudos que correlacionam especificamente a castração com CMCTN. Gama et al (2008) 2  identificaram 

20,59% de cadelas intactas com CMC e, destas, 80,95% não expressaram RE, RP e HER2. Assim como 

no presente estudo, estes autores verificaram a relação entre ausência de expressão destes receptores e 

castração.  

Neste estudo, CMCTN menores que três centímetros foram mais frequentes (50%). O tamanho 

tumoral é considerado um fator de prognóstico para cadelas 5,6 além de ter relação com a sobrevida em 

cadelas com CMC 7,43. Tumores triplo negativos são frequentemente maiores que três centímetros 2,32 e 

estão associados a pior prognóstico e menor sobrevida 2,3,17,29. Porém no presente estudo, na análise 

multivariada de Cox, o tamanho das neoplasias mamárias não apresentou relação com a sobrevida (P= 

0,70). Gama et al. (2008)2 também não verificaram associação entre tamanho tumoral e tipos 

moleculares de CMC. Este resultado pode ter sido influenciado pela população 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 clínico I, 

II e III. Varallo (2016) 17 identificou 47% das cadelas com CMCTN estadiadas em I e II e Gama et al. 

(2008) 2 não verificaram associação entre estadio e tipo molecular de CMC. Estadios IV e V foram 

atribuídos a 38,89% das cadelas com CMCTN. Metástase em linfonodo é considerado um potente fator 

de prognóstico que interfere na sobrevida global e intervalo livre da doença em cadelas com CMCTN 

16. A dificuldade de diagnóstico de metástases em linfonodos pela coloração de hematoxilina-eosina 

pode ter influenciado na não identificação de cadelas com CMCTN com metástases. Estudo recente 

indicou que no caso de metástases de CMC em linfonodos, a maioria das células metastáticas ocupam 

um tamanho menor que 0,2mm e são consideradas células tumorais isoladas 44,45. Além disso, a 

qualidade do corte histológico e o treinamento do patologista podem interferir na leitura das lâminas 34.  

Das cadelas com CMCTN, 22,22% (4/18) morreram em decorrência de metástase de carcinoma 

mamário, sendo que 50% destas cadelas apresentaram carcinoma simples de alto grau histológico. As 

metástases estavam localizadas em pulmões (75% - 3/4) e cavidade abdominal (25% - 1/4). Cintra 

(2015) 32 verificou 18% de óbitos em cadelas com CMCTN com neoplasias grau II e III.  Na mulher são 

relatadas taxas de óbitos maiores, de 37% 32 e 42,6% 46, indicando que mulheres com o fenótipo TN tem 

maior probabilidade de vir a óbito que as cadelas com o mesmo fenótipo 32. 

No presente estudo, dentre os CMCTN, carcinoma complexo e de grau I e II foram identificados 

com maior frequência e não houve correlação do tipo histológico (P=0,33) e grau (P=0,57) com o 

prognóstico de cadelas. Outros autores também verificaram maior frequência de CMCTN do tipo 

carcinoma complexo quando comparados com carcinoma simples (tubular e tubulopapilar)17,28. Ainda, 

Kim et al (2016)15 verificaram que os tipos histológicos mais frequentes dentre CMCTN foram 

carcinomas complexos e carcinomas em tumor misto de grau I. Outros estudos indicaram que CMCTN 

apresentam grau III com maior frequência 2,3.  Sassi et al (2010) 28 não identificaram correlação entre 

tipo e grau histológico com sobrevida nos CMC que apresentaram negatividade para RE, RP e HER2, 

assim como no presente estudo. 

A invasividade tumoral é uma característica pouco avaliada no CMCTN. Nos achados deste 

trabalho, não houve correlação entre invasividade e CMCTN, diferindo de Gama et al (2008)2 que 

verificaram alta correlação 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 invasão estromal (escore 1) e 22,22% invasão de vasos sanguíneos e linfáticos 

(escore 2). Sassi et al (2010) 28, assim como no presente trabalho, não verificaram correlação da 

invasividade com os tipos moleculares nos CMC, porém também verificaram escore 1 de invasividade 

com maior frequência nos CMCTN.  
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Na mulher, tumores TN são agressivos, apresentam recorrência em um ou três anos e redução 

da sobrevida em 10 anos quando comparado a outros tipos moleculares tumorais; e morte nos primeiros 

cinco anos após terapia 19,47. O comportamento agressivo dos CMCTN também é identificado. 

Metástases são identificadas frequentemente em linfonodos 2,16, pele, pulmão e fígado 17, 

imunomarcação positiva para Ki67 16, além de recidivas e morte em 272 dias (9 meses) após o 

diagnóstico 17. 

Na análise multivariada foi utilizado o modelo de riscos proporcionais de Cox, que é uma análise 

de regressão múltipla aplicado na análise de sobrevida e indicado quando se deseja estimar o papel de 

variáveis independentes que agem multiplicativamente sobre o risco 48. Assim como na análise 

univariada, com exceção da variável castração, não foi identificada influência das variáveis estudadas 

na sobrevida. Estudos que avaliaram o desenvolvimento de CMC e a expressão de RE e RP em cadelas, 

verificaram a maior frequência de neoplasias em cadelas intactas 16,38,49,50 com negatividade para RE e 

PR e prognóstico desfavorável 38, redução de sobrevida 50 e menor tempo livre da doença 38. 

A SG de cadelas com CMCTN não diferiu da SG de cadelas não TN e foi de 471,42±353,45 

dias, sendo maior quando comparado a relatos prévios: 274 17 e 277,5±170,1dias32. Ainda, Gama et al 

(2008)2 relataram tempo de sobrevida menor que 15 meses para cadelas com CMC com negatividade 

para RE, RP e HER2.  

Com relação ao ILD e TDTMR, não houve diferença nestes períodos entre cadelas com CMCTN 

e não triplo negativas. Menor SG foi relatada em cadelas portadoras de tumores negativas para RE, RP 

e HER2, quando comparadas com outros tipos moleculares 2 e não há estudos sobre a influência 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) 

estão relacionados com ausência de expressão de RE, RP e HER2 51, 52 (ARVOLD et al., 2011; CORSO 

et al., 2018). Por outro lado, Corso et al (2018) 52, também verificaram que, apesar da SG diminuir em 

mulheres com IBTR e CBC, não houve correlação entre SG e IBTR e CBC.  

Melhor prognóstico, maior sobrevida e intervalo livre de doença e menor risco de morte é 

relatado em cadelas com tumores que expressam receptores hormonais e não expressam HER22,16. Em 

estudos que realizaram a classificação molecular de carcinomas mamários caninos verificaram que a 

sobrevida, risco de morte, desenvolvimento de metástases e recidivas são diretamente relacionados 

primeiramente com a expressão de RE e/ou RP, em seguida HER2 2,3,16,29 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 fenótipo triplo negativo ocorre em cadelas 

portadoras de carcinomas mamários. Porém o comportamento dos CMCTN parece ser de menor 

agressividade quando comparado com a mulher. A utilização de outros marcadores moleculares e os 
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subtipos histológicos podem auxiliar na diferenciação de subgrupos moleculares dentro do fenótipo 

triplo negativo e levar à identificação de fenótipos triplo negativos mais ou menos agressivos. Assim 

como ocorre com CMC em geral, a castração pode influenciar na ocorrência de CMCTN. 
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Tabela 1: Anticorpos primários, origem e protocolos de imunohistoquímica 

Anticorpo Origem Clone Diluição Controle positivo Incubação 
RE Santa Cruz, EUA  H-184 1:200 Útero de cadela overnight 4ºC 
RP Abcam, EUA ab191138 1:400 Útero de cadela overnight  4ºC 

HER2 Dako, Denmark A0485 1:400 Carcinoma mamário canino overnight 4ºC 
Tabela 2. Aspectos clínicopatológicos e tumorais de cadelas com neoplasia mamária 

Características  n (%) 
Idade  
    < 8 anos 13 (15,47%) 
    ≥ 8 anos 71 (84,53%) 
Ovarioesterectomia   
Sim 3 (3,57%) 
Não  81 (96,43%) 
Raça  
    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 (3 a 5 cm) 21 (25%) 
     T3 (> 5 cm) 29 (34,53%) 
Localização  
     Torácicas  12 (14,28%) 
     Abdominais 11 (13,09%) 
     Inguinais 22 (26,20%) 
     Múltipla (mais de uma glândula) 39 (46,43%) 
Carcinomas  
     Carcinomas simples  
             Carcinoma tubulopapilar 29 (34,52%) 
             Carcinoma sólido 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 histológico  
      I 35 (41,67%) 
      II 37 (44,04%) 
      III 12 (14,29%) 
TNM  
     I 25 (29,77%) 
    II 13 (15,48%) 
    III 12 (14,28%) 
    IV 26 (30,95%) 
    V 8 (9,52%) 
Invasividade  
    0 27 (32,14%) 
    I 44 (52,38%) 
    II 13 (15,48%) 
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Tabela 3: Imunoexpressão de receptores de estrógeno, 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. Características clinicopatológicas de carcinomas mamários triplo negativos e não triplo negativos de 

cadelas 

 
Triplo negativo 

n= 18 
n (%) 

Não triplo negativo 
n=66 
n(%) P⁋ 

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%)  
Localização tumoral   0,70 
torácicas 4 (22,22%) 8 (12,12%)  
abdominais 2 (11,11%) 9 (13,64%)  
inguinais 5 (27,78%) 17 (25,76%)  
múltipla 7 (38,89%) 32 (48,48%)  
Ovarioesterectomia   0,006* 
não 17 (94,45%) 64 (96,97%)  
sim 1 (5,55%) 2 (3,03%)  
Tipo histológico   0,28† 
Complexo  11 (61,11%) 28 (45,46%)  
Simples  7 (38,89%) 37 (53,03%)‡  
Grau histológico   0,90 
 I 8 (44,45%) 27 (40,90%)  
 II 8 (44,45%) 29 (43,94%)  
 III 2 (11,10%) 10 (15,16%)  
TNM   0,90 
I, II, III 11 (61,11%) 39 (59,09%)  
IV, V 7 (38,89%) 27 (40,91%)  
Invasividade   0,65 
0 5 (27,78%) 22 (33,33%)  
I 9 (50%) 35 (53,03%)  
II 4 (22,22%) 9 (13,64%)  

⁋teste de Qui-quadrado;* alta correlação; †teste de Mann Whitney; ‡ 83 amostras avaliadas. 
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Tabela 5. Regressão multivariada de Cox com risco relativo e intervalo de confiança de 95% para variáveis 

preditoras e sobrevida global de cadelas com carcinoma mamário TN. 

Variáveis preditoras Erro padrão 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 Histológico 0,1687 0,9 0,979 0.7033 - 1.3628  
Grau Histológico 0,3161 0,5828 0,8406 0.4524 - 1.5618  

Invasividade 0,3241 0,8561 1,0605 0.5619 - 2.0015  
Castração 1,0513 0,0128 * 13,6757 1.7420 - 107.3645  

Idade 0,0852 0,5976 1,046 0.8852 - 1.2360  
Localização 0,2083 0,9505 0,9872 0.6563 - 1.4848  

 * P< 0,05 é considerado significante 
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Figura 1. Fotomicrografias de carcinomas mamários caninos triplo negativos, imunohistoquímica (IHQ), 400x, 50 

µm. (A) Carcinoma complexo com ausência de imunoexpressão de receptores de estrógeno em células epiteliais 

neoplásicas; (C) Carcinoma complexo com ausência de imunoexpressão para progesterona em células epiteliais 

neoplásicas; e (E) Carcinoma complexo com ausência de imunomarcação para HER2 em membrana plasmática 

de células epiteliais neoplásicas. Fotomicrografias de controles positivos de IHQ, 400x, 50 µm. (B) Útero de cadela 

com núcleos de células epitelial glandulares imunomarcadas para receptores de estrógeno; (D) Útero de cadela 

com imunomarcação nuclear para progesterona em células epitelial glandulares; e (F) Células epiteliais de 

carcinoma mamário de cadela com imunoexpressão de HER2. Contracoloração com Hematoxilina de Harris. 
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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 e de cadelas com tumores não triplo negativos, com 

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

com carcinomas mamários não triplo negativos e análise pelo teste Log-Rank. A) Intervalo livre de doença 

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