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EPIGRAFE

[...]"E que sempre determinamos nosso caminho fisico sobre a terra como
apenas uma linha e nunca como um plano; assim devemos, através da vida, se
guisermos agarrar firmemente e possuir alguma coisa, deixar de lado, a direita e
a esquerda do caminho, inumeraveis outras coisas e renunciar a todas elas. Se
nao pudermos nos resolver, mas quisermos pegar tudo que nos chama a
atencdo de passagem, como uma crianga em uma guermesse, sera 0 mesmo
gue tentarmos transformar a linha de nosso caminho em um plano; ficaremos a
correr em ziguezague, perseguindo aqui um vaga-lume, ali um fogo fatuo ilusério
e permanecendo sem nada. Quem deseja ser tudo, acaba ndo sendo nada.
Quem tudo quer, tudo perde.”

Schopenhauer



RESUMO

O objetivo do trabalho é estabelecer uma correlacéo de variaveis clinicas com
as neoplasias mamarias encontradas e sua correlacdo sobre marcadores
tumorais, podendo assim, demandar um tratamento melhor estabelecido. A
relacdo entre o receptor de estrogénio (ER) e a expressao epitelial da caderina
(E-), detectada por caracteristicas clinico-patolégicas e métodos
imunohistoquimicos, foi avaliada em 111 tumores mamarios caninos. A maioria
(n = 95; 8558%) dos tumores eram histologicamente malignos e
subclassificados como grau | (n =42), grau Il (n = 31) ou grau Il (n = 22). Houve
uma associacdo estatistica significativa entre malignidade grau Il e
imunomarcacao negativa para estrogénio (p = 0,01). Nenhuma associacdo
significativa pode ser estabelecida entre a classificacdo histolégica (neoplasia,
benigna ou maligna) e imunomarcacéao para ER e caderina-E. Vinte e um (22,10
%) de 95 tumores mamarios malignos metastatizaram. O carcinoma mamario
simples (n = 9) foi significativamente associado a expressao ER negativa (p =
0,03), sugerindo um prognéstico ruim. Esses achados enfatizam a necessidade

de melhorar os fatores progndsticos nos tumores mamarios caninos.

Palavras-chave: Biomarcadores, caracteristica clinicopatologicas, caes
fémeas, amario.



ABSTRACT

The relationship between the oestrogen receptor (ER) and epithelial (E-) cadherin
expression, as detected by clinicopathological features and
immunohistochemical methods, was evaluated in 111 canine mammary tumours.
The majority (n = 95; 85.58%) of tumours were histologically malignant and
subclassified as grade | (n = 42), grade Il (n=31), or grade Il (n=2022). There
was a significant statistical association between grade Il malignancy and
negativeimmunostaining for oestrogen (p= 0.01). No significant associations
could be established between histological classification (neoplasm, benign or
malignant) and immunostaining for 23 ER and E-cadherin. Twenty-one (22.10%)
of 95 malignant mammary tumours had metastasized. Twenty-four simple
mammary carcinoma (n = 9) was significantly associated with negative ER
expression (p = 0.03), suggesting a poor prognosis. These findings emphasize

the necessity of improving prognostic factors in canine mammary tumours.

Key words: Biomarkers, clinicopathological features, female dogs, mammary
cancer.
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1 INTRODUCAO

Entre as diversas &reas existentes na clinica de cédes, a oncologia
veterinaria tem se destacado na busca de melhorias na prevencédo, diagnéstico
e tratamento de neoplasias (NAGATA et al., 2014), ja que tais enfermidades séo
afeccdes frequentes em caes. Tumores de glandula mamaria séo os neoplasmas
mais comuns em cadelas fémeas inteiras ou em pacientes mais velhas
(EGENVALL et al., 2005). Em um estudo de 1.647 tumores mamarios caninos,
a prevaléncia de comparacado entre tumores benignos: malignos foi de 1:2,75
(OLIVEIRA FILHO et al., 2010; LOPES; VARALLO, 2017). Carcinoma Mamario
Canino (CMC) é um dos tumores mamarios em fémeas mais comum com uma
incidéncia estimada de 192 casos por 100.000 cadelas, sendo que uma das
maiores dificuldades é caracterizar as diferentes apresentacdes iniciais e
comportamento biolégico, variando de pequeno e nao fortemente invasivo, para
tumores grandes, extensos e invasivos, com nédulo ou ndo metastético
(CHOCTEAU et al., 2019a)

Cancer de mama é o mais comum tumor diagnosticado em humanos e
sua alta letalidade conduz a morte precoce de mulheres ao redor do mundo.
Como resultado, a prevencdo do cancer de mama e a intervencao terapéutica
mais precose, fez com que o numero de diagndsticos crescesse
consideravelmente (ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018). Os horménios
esteroidais produzidos pelos ovarios sdo os principais agentes reguladores do
crescimento e diferenciacédo do tecido mamario, exercendo sua funcao por meio
da ligagdo com receptores celulares para e estrogénio (ER) e progesterona
presentes ha mama. Algumas neoplasias malignas de mama apresentam tais
receptores hormonais em suas células tumorais, de modo que seu crescimento
e desenvolvimento parecem depender de hormoénios esteroides, principalmente
do ER. Assim, determinar a expressdo dos receptores de ER na mama é
essencial para definir a sensibilidade do tumor & horménioterapia, sendo
responsivo quando ha expressividade dos receptores hormonais esteroidais
(GLASSMAN et al., 2014)

A imunohistoquimica (IHQ) é uma das principais ferramentas empregadas
para diferenciar tumores biologicamente mais agressivos de tumores menos

agressivos. E-caderinas/CDH1 (epitelial € presente na maioria dos tecidos
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epiteliais, como os do tecidos mamarios, garantindo sua funcdo estrutural e
integridade. A desregulacéo, ou queda de E-caderina vem sido associada com
variaveis clinico patolégicas agressivas, metastase ediminuicdo do tempo livre
de doenca. Diversos estudos com imunohistoquimica foram relatados
demonstrando a queda da imunoexpressdao na membrana de E-caderina assim
como na parte citoplasmatica interna em carcinomas mamarios (CANADAS et
al., 2019).

Neoplasias mamdrias € o mais comum tumor diagnosticado em cadelas,
porém com um presente desafio clinico a ser manejado. Muitos marcadores
tumorais tem sido reportados para entender melhor essa doenca e tracar um
melhor direcdo para deteccdo e prognéstico clinico (LUU et al.,, 2019).
Biomarcadores sdo normalmente proteinas mensuradas em sangue ou outros
tecidos podendo dar informacgdes sobre a presenca da doenga, podendo indicar
o melhor tratamento para o paciente (KASZAK et al., 2018).

Durante a puberdade, horménios esterbides sao essenciais para
mamogénese; durante a gravidez, eles completam o desenvolvimento de I6bulos
e alvéolos que sdo induzidos por estimulacdo de progesterona e ER. Nos
tumores mamarios a expressdao de ER é associada com caracteristicas da
doenca e com graus de diferenciacdo tumorais. Em cancer de mama foi
identificado uma grande quantidade de tumores com pele ulcerada e reduzido
prognodstico de vida, exibindo um grau elevado de expressdo de ER e as
divergéncias entre expressao de E-caderina possuem um efeito significante na
terapia enddcrina (ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Oncologia Veterinaria

A primeira avaliagdo comparativa entre cancer em animais e humanos foi
registrada em 1960. Em adicional, existem mais registros de ocorréncia
oncolégica em torno de 16 a 18 espécies e até em estudo experimental
(BRONDEN; FLAGSTAD; KRISTENSEN, 2007). Em medicina veterinaria as
doencas neoplasicas representam, atualmente, uma das maiores preocupacoes
de saude em canideos e em felideos (HUGHES; DOBSON, 2012). No entanto,
também os tumores mamarios da espécie canina e humana partilham vérias
caracteristicas epidemioldgicas, morfolégicas, clinicopatoldgicas e bioquimicas
(KUMARAGURUPARAN, PRATHIBA, & NAGINI, 2006; MARIO et al., 2010)

Alguns tipos de céanceres foram investigados quanto a sua evolucéo e
investigado devido a possibilidade de serem estudados em cées e gatos como
modelo de estudo para as ocorréncias de cancer em humanos, COmo em casos
de cancer de mama, leucemia e linfoma. Através desse registro, fatores de risco,
graficos geograficos e algumas tendéncias foram consideradas para
investigacdo. A comparacao entre a incidéncia de cancer em humanos e animais
até no mesmo domicilio foi suspeitada (BRNDEN; FLAGSTAD; KRISTENSEN,
2007). Também é amplamente discutida por Abdelmegeed et al., 2018 (Tabela
1).

Tabela 1. Similaridades entre tumor mamario canino e cancer mamario
em humanos. Fonte (ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018)

Caracteristicas Humanos Caes

Similares

Ocorréncia Espontaneo Espontaneo

Idade Média e 62 anos Média de ~10.5 anos o

gue equivale a 65.5 anos

em uma mulher idosa

Curso da doenca Idéntico entre humano e Idéntico a humano e céo
cao
Tamanho tumoral Similares entre humano Similares entre

e caes humanos e caes
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Estagio Clinico

Invasao de linfonodos

Mais comum  entre
tumores malignos
Dependéncia de

estrogénio

Tipo Histolégico

Lesdes pré-malignas

Marcadores moleculares

Anomalias

mamogréficas

Idéntico em ambos as
espécies

Idéntico em humano e
cao

Neoplasia mamaria

Longa exposicdo de
estrogénio, aumenta o
risco da ocorréncia
tumoral

Carcinoma Invasivo
Ductal

Prevalente

Um numero de genes
identificados,
papel
critico na carcinogénese

foram

formando um

de tumores mamarios

Humanos e cades
apresentam
semelhantes micro e

macro calcificacdes

Idéntico em ambas as
espécies

Idéntico entre humano e
cao

Neoplasia mamaria
Caes nado castrados
possuem uma chance
da

ocorréncia de tumor do

guadruplicada

que comparado com

cdes castrados com

menos de 2 anos

Carcinomas
Prevalente

Foi determinado que
alguns genes possuem
papel de identificar
carcinogénese em
tumores mamarios
caninos

Humanos e caes
apresentam
semelhantes micro e

macro calcificacdes

Os tumores mamarios caninos (TMC) constituem aproximadamente 52%
de todos os tumores que afetam as fémeas desta espécie, embora a incidéncia
mostre tendéncia para diminuir, uma vez que a pratica da OSH em fémeas
jovens é cada vez mais comum (QUEIROGA; LOPES, 2002). A elevada
incidéncia de doenca oncoldgica nos animais de companhia, em alguns casos,
superior a do homem, conduziu a realizacdo de inUmeros estudos e ensaios

clinicos (Vail & MacEwen, 2000; Withrow et al., 2013). Tumores em tecido
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mamario, sdo 0s neoplasmas mais comuns que ocorrem em fémeas nao
castradas — cadelas, ou quando castradas mais velha. (CHOCTEAU et al.,
2019b). Em um estudo com mais de 1,647 tumores mamarios, a prevaléncia de
tumores benigno:maligno houve um ratio de 1:2.75, (FERREIRA et al., 2009;
OLIVEIRA FILHO et al., 2010; VARALLO et al., 2019). A incidéncia realmente é
maior quando ndo ocorre castracdo antes dos dois anos de vida ou quando em
caes que fizeram o procedimento acima de 6 anos ou mais velhos — 9 a 11 anos
também foram identificados (LUU et al., 2019).

Este fato € resultado da crescente prevaléncia destas doencas nos
animais de companhia em virtude de uma maior procura de cuidados médicos
por parte dos proprietarios o que, por sua vez, conduz quer a um aumento no
nuamero de diagndsticos realizados pelos médicos veterinarios, quer ao aumento
da esperanca de vida dos animais (WITHROW, VAIL & PAGE, 2013). Enquanto
o registro de incidéncia de cancer ja tem sido relatado desde os anos de 1940 e
em grande crescimento, ainda o registro em animais sdo menores com vida curta
e esporadica. Ainda ha apenas pequenos e poucos dados realmente
informativos passivel de avaliagdo quanto a incidéncia dos diferentes tipos de
cancer em relacdo a populacdo animal em qualquer lugar do mundo.
(BRONDEN; FLAGSTAD; KRISTENSEN, 2007)

Os animais tém sido usados como modelos para alguns tipos de cancer
gue ocorrem com pouca frequéncia em humanos. A formacdo espontanea de
neoplasma em animais de companhia pode promover o uso desses como
modelo estudo para comparacdo e efeitos ambientais negativos onde possa
constituir espécies sentinelas na biologia do cancer em animais e em humanos

para entdo tracar modelos terapéuticos.

A grande relatividade entre a alta incidéncia de alguns canceres, de forma
comportamental biolégica bem similar, tamanhos grandes, citotoxinas
responsaveis presente agindo, menor sobrevida e periodos sem recidivas
menores quando comparado com o0s animais X humanos, séo fatores que
contribuem para utilizagdo desses, como modelo comparativo (BR&NDEN;
FLAGSTAD; KRISTENSEN, 2007). Mas utilizar pets como modelo de estudo
possui uma certa limitagdo quando utilizado gatos ou cédes por exemplo, pois

precisa de uma confianca por parte do tutor, além de tempo e custo para
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tratamento, seja para estudo veterinario ou para o proprio estudo de cancer de
mama em humanos (ABDELMEGEED & MOHAMMED, 2018).

A oncologia representa um desafio no exercicio da medicina veterinaria
atual, desde o diagnéstico da doenca até ao seu tratamento, passando pela
gestdo de expectativas dos proprietarios e, por esta razdo, devera fazer parte
integrante da formacdo do médico veterinario (WITHROW ET AL., 2013). Este
devera procurar atingir a cura da doenca ou, na sua impossibilidade, transforma-
la, ndo numa afecao aguda com alta mortalidade, mas sim numa crénica possivel
de gerir (WITHROW ET AL., 2013). O grande avanc¢o do estudo de genomas
cancerigenos, proporciona a busca também por marcadores de prognostico
tumoral em CM em cédes (VARALLO et al., 2019).

Em 2010, Filho et al., ja havia descrito sua alta prevaléncia quando
publicado um estudo retrospectivo de mais de 1.600 casos de tumores
mamarios, com casuistica mais agravada: presenca de metastase, carcinomas,
idades mais avangadas. Cintra em 2011, descreve a alta incidéncia de tumores
de mamas em mulheres e sua importancia quanto a avaliacdo IHQ como
preconizador para um melhor diagndstico, além de suas varidveis clinico
patoldgicas. Varios estudos investigaram também a incidéncia e prevaléncia das

neoplasias mais frequentes assim como os seus locais de origem.

Tumores mamarios caninos e humanos compartilham importantes fatores
epidemioldgicos, clinico-patoldgicos e bioquimicos. Sabe-se que em humanos
um grande numero de fatores € indicador do prognostico do cancer de mama,
incluindo tipo tumoral, tamanho e classificacdo, além de comprometimento ou
nao do tecido linféide adjacente (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).

E muito importante que sejam retirados todos os tumores e enviados
(devidamente identificados) para exame histopatoldgico. Nas cadelas é comum
coexistirem nddulos de diferentes tipos histolégicos e com comportamento
biolégico distinto, pelo que um unico nédulo pode nédo ser representativo do
tumor de maior agressividade clinica. Os ganglios linfaticos regionais (axilares e
inguinais), devem ser avaliados clinicamente e por citologia e removidos caso
estejam afetados (QUEIROGA; LOPES, 2002).
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2.2 Predisposicao de raca

Em alguns estudos recentes foi demonstrado que que ndo existe uma
predisposicao racial evidente, mas racas de caca sdo apontadas por alguns
autores como tendo uma maior predisposicéo para esta patologia (QUEIROGA;
LOPES, 2002; RAPOSO et al.,, 2015). Por esta razdo tem sido possivel
estabelecer uma predisposicéo racica para as neoplasias mamarias uma vez

gue depende muito de cada local onde € preconizado o estudo.
2.3 Idade

A prevaléncia de idades superiores a 7 anos ja vem sendo citada por
varios autores, assim como (ABE-SANDES et al., 2010; CARVALHO, 2012;
TORIBIO et al., 2012). A maioria afeta cadelas com idades compreendidas entre
os 8 e os 10 anos, no entanto, podem surgir tumores malignos em cadelas com
menos de 5 anos (QUEIROGA; LOPES, 2002).

A incidéncia de neoplasias mamarias aumentou na Uultima década
(ZHANG et al., 2018). Como o risco de desenvolvimento tumoral aumenta com
a idade, um dos fatores explicativos desta maior incidéncia encontrada € o
aumento da esperanca média de vida dos animais domésticos (MARIO et al.,
2010; ZHANG et al., 2018)

2.4 Variaveis clinico patoldégicas

Diversos critérios morfoldégicos tém sido utilizados para descrever ou
nomear a agressividade de um tumor. Dentre estes critérios incluem-se o tipo
histologico, o grau de polimorfismo nuclear, a presenca ou auséncia de resposta
inflamatdria, o nUmero de mitoses e o0 comprometimento de vasos sanguineos e
linfaticos, dentre outros (MELO E SILVA; SADDI; MOMOTUK, 2002).

A heterogeneidade tumoral do carcinoma da mama € um dos maiores
desafios a ser enfrentado tendo em vista que tumores com 0s mesmos tipos
histolégicos, estadios e graus de diferenciagdo podem apresentar desfechos
distintos em relacdo aos fatores prognosticos e as respostas aos tratamentos
instituidos. Percebe-se que, para melhor entendimento e caracterizacdo dos

tumores da mama, a classificacdo tradicional atualmente utilizada se mostra
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insuficiente (CASSALI et al., 2014; DUARTE CINTRA et al., 2012; GUERRA et
al., 2009).

Na génese destas neoplasias estdo envolvidos fatores de natureza
genética, ambiental e hormonal. O papel das hormonas sexuais na génese
destas neoplasias esta extensamente estudado e estabelecido (QUEIROGA;
LOPES, 2002).

Os (potenciais) fatores progndésticos para mulheres podem ser agrupados
em 4 geracbes. Na primeira geracdo, estariam os fatores classicos, ja
conhecidos como o estagio (TNM), o subtipo histologico e a idade da paciente.
A segunda geragao inclui marcadores de reconhecida validade, como os
receptores de ER e progesterona, patologia quantitativa, também chamada de
estereologia ou morfometria, que possibilita quantificar estruturas morfologicas
além de marcadores de proliferacéo celular. Em relacdo a patologia quantitativa,
a contagem de mitoses tem seu valor ja bem definido, tanto que faz parte da
caracterizacao da diferenciacao das lesdes. A ploidia e a morfometria tém sido
estudados, sem que se tenha definido, até agora, seu valor como fator
independente de progndstico. Na terceira geracdo estdo os marcadores
genéticos, como oncogenes (neu, myc, bcl2), genes mutados ou ndo expressos
(p53, rb), proteases (catepsina D) entre outros. A quarta geracao é constituida
pelos chamados preditores de metastases 6rgao especificas. Alguns estudos
mostram que tumores que expressam 0 paratormdnio ou possuem
micrometastases na medula O6ssea, mais frequentemente apresentam
metastases 6sseas (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008)

2.5 Tamanho Tumoral e algumas caracteristicas consideraveis

Em regra, o tamanho dos tumores pode variar, desde pequenos nédulos
com 0,5 cm de didmetro até tumores com mais de 15cm no seu maior didmetro.

Em alguns animais o tumor pode apresentar ulceragdo cutanea ou sinais
evidentes de inflamacé&o, como é o caso do carcinoma inflamatoério (QUEIROGA;
LOPES, 2002). Um marcador prognostico pode ser definido como qualquer
marcador capaz de, no momento do diagndéstico (ou cirurgia) da neoplasia,
fornecer informacdes a respeito da sua evolucéo clinica. Para tal, este marcador

deve estar relacionado a determinadas caracteristicas biol6gicas envolvidas na
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transformacéo celular neoplasica, no crescimento tumoral ou no processo da
cascata metastatica. Este mesmo marcador podera ser considerado como
preditivo, quando fornecer informacdes Uteis na selecdo de pacientes
susceptiveis a determinada terapéutica especifica. O protétipo do marcador
preditivo sdo 0s receptores hormonais que mediam a resposta a terapéutica
hormonal adjuvante (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).

2.6 Imunohistoquimica e marcadores tumorais

A técnica de IHQ foi iniciada com a marcacdo dos anticorpos com
enzimas, que se mostraram instrumentos simples, versateis e praticos para o
diagnéstico histopatologico. Assim, a técnica de IHQ se baseia na capacidade
gue tém os anticorpos especificos de se ligarem a antigenos correspondentes.
A reacao de ligacao nédo é visivel a menos que o anticorpo esteja marcado com
uma substancia que absorva ou emita luz e que, assim, produza um contraste
ou cor. O complexo enzima-anticorpo € capaz de se ligar ao antigeno especifico
no tecido e alterar a cor do cromogénio apropriado. A peroxidase e a fosfatase
alcalina sdo as enzimas mais usadas, sendo a peroxidase o marcador de
preferéncia na maior parte das técnicas de diagndstico imunohistoquimico.
Segundo Gartner o método da IHQ tem revolucionado a classificacdo dos
tumores de origem desconhecida, pois 0s anticorpos reconhecem antigenos que
sdo expressos por células de histogénese especifica. Nas uUltimas décadas a
imunohistoquimica tem revolucionado a pratica da Anatomia Patologica. Além
do inestimavel auxilio ao diagnostico de diferentes tipos de neoplasia, as
técnicas de IHQ tém permitido a identificacdo de diferentes tipos de marcadores
(enzimas, receptores, produtos de genes, etc.) que estdo relacionados ao
comportamento bioldgico das neoplasias tanto em mulheres como em cadelas.
Nesse campo, a disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com
antigenos associados aos tumores de mama esta se expandindo
progressivamente e, dessa forma, vem permitindo que se conheca melhor a
biologia da referida neoplasia, oferecendo, com isso, um prognostico, um
diagnéstico e um tratamento mais estruturado para o controle dessa classe
tumoral. Neste contexto, o estudo das similaridades moleculares entre os
tumores humanos e caninos pode ser de grande interesse, ndo somente do

ponto de vista etiopatogenético, mas também por propiciar modelos animais
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adequados para o manejo clinico do cancer de mama (BERTON; TERZIAN;
RUIZ, 2008).

Um marcador prognostico pode ser definido como qualquer marcador
capaz de, no momento do diagnéstico (ou cirurgia) da neoplasia, fornecer
informacdes a respeito da sua evolucéo clinica. Para tal, este marcador deve
estar relacionado a determinadas caracteristicas biologicas envolvidas na
transformacéo celular neoplasica, no crescimento tumoral ou no processo da
cascata metastatica. Este mesmo marcador podera ser considerado como
preditivo, quando fornecer informagcBes Uuteis na selecdo de pacientes
susceptiveis a determinada terapéutica especifica. O protétipo do marcador
preditivo sdo os receptores hormonais que mediam a resposta a terapéutica
hormonal adjuvante (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).

Cada célula cancerigena expressa proteinas especificas que sao
chamadas de antigeno associado ao tumor. Em alguns pacientes com tumores,
esses antigenos sdo chamados de biomarcadores, pois sdo detectados em
outros tecidos, seroma ou urina em altas concentragdes (FADARE; TAVASSOLI,
2008). Portanto, nés podemos distinguir entre seroma e tecido com o0s
marcadores tumorais. Na medicina humana, biomarcadores podem
desempenhar um papel importante se identificados em canceres de mama
guando relacionado ao acompanhamento. Esse tipo de cancer, possui
expressdes em IHQ similares entre humano e os tumores mamarios caninos,
expressando marcadores semelhantes, portanto pode se considerar pode ser
considerado a avaliacdo dos mesmos (KASZAK et al., 2018).

Em cadelas, os maiores fatores preditivos para metastase, como
comprometimento de linfonodo ou grau histolégico do tumor, falharam em
classificar os tumores mamarios de acordo com seu comportamento clinico.

Dessa forma, embora se trate de um procedimento mais complexo, a
avaliacdo da expressdo de um ou mais imunomarcadores de progndstico
apresenta-se como uma ferramenta mais til e conclusiva (BERTON; TERZIAN,;
RUIZ, 2008). Atualmente o estudo da expressdo de marcadores prognosticos e
preditivos do cancer de mama na mulher, através da metodologia de IHQ, tém
se revelado importante ferramenta de trabalho na rotina diagnéstica e de
pesquisa (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).
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Assim como em seres humanos, na veterinaria o papel do patologista na
avaliacdo dos tumores mamarios transcende aquele de simplesmente
caracterizar corretamente a histogénese das neoplasias. As informacdes como
expressao de receptores hormonais ou mesmo caracteristicas proliferativas do
tumor sdo, sem duvida, definitivas na escolha de um esquema terapéutico
correto (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008). Poucos estudos tém medido a
expressdo dos marcadores biolégicos no prognostico dos tumores.

Embora ainda n&o se tenha unanimidade sobre a validade individual dos
marcadores mais comumente utilizados nos painéis de mama na mulher, parece
haver um consenso sobre os alguns pontos. E importante verificar o status
hormonal, para que se possa saber com certo grau de certeza, as chances de
uma determinada leséo responder a terapéutica hormonal (BERTON; TERZIAN;
RUIZ, 2008).

As reacOes de IHQ podem ser utilizadas nas mais diferentes situacoes
dentro de um laboratoério de patologia cirargica. As mais importantes sao: 1)
elucidacdo do tecido de origem de uma neoplasia indiferenciada; 2)
determinacdo do o¢rgdo de origem de uma neoplasia diferenciada; 3)
subclassificacéo de linfomas; 4) pesquisa de fatores progndsticos, terapéuticos
e indices proliferativos de algumas neoplasias; 5) identificacdo de estruturas,
organismos e materiais secretados pelas células; 6) deteccdo de células
neoplasicas metastaticas (WERNER et al., 2005).

2.7 Estrogeno

Um dos fatores que diminui o risco de desenvolvimento de tumores
mamarios € a realizacdo de ovariectomia, sendo esta comum nos EUA. mas
ainda n&o tdo frequente nos paises europeus (Ruteman et al., 2001;MARIO et
al., 2010). No que diz respeito a agdo de ER, uma das a¢Oes desempenhadas
por este hormdnio, que contribui para o crescimento das neoplasias mamarias,
consiste no estimulo a producdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) (Dabrosin, Margetts & Gauldie, 2003; lllera et al., 2006; MARIO et al.,
2010)

Num estudo efetuado por YAGER; DAVIDSON, (2006) foi sugerido que a
maior parte dos receptores de progesterona presentes nos tumores mamarios

do cado apresentam-se na forma néo ligada. Na medida em que 0s receptores
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das hormonas esteréides podem ser ativados através dum mecanismo
dependente dum ligando, na auséncia de ligacéo estes permanecem associados
a um complexo transcricionalmente inativo, o qual se encontra localizado no
citoplasma. Aquando da ligacdo, os receptores séo libertados do complexo e
translocados para o nucleo. O mecanismo classico da acao direta do ER no
nucleo do DNA, envolve a ligacdo do hormdnio aos receptores nucleares de ER,
gue depois se ligam como dimeros como elemento para resposta ao ER nas
regides reguladoras desses genes responsivos ao ER em associagdo com
fatores de transcricao basal, co-ativadores e co-expressores, para alteragcao na
expressdo genética. Desde o0 comeco a iniciacdo das descobertas e
caracterizacdes dos receptores de ER nos anos de 1960, mostrou-se pesquisas
muito complexas principalmente quando passou a descobrir até o receptor de
estroégeno b (REb), que foram sinalizadas mediante aos receptores que estavam

associados a mitocondria e membrana plasmatica, (YAGER; DAVIDSON, 2006).

O ER atravessa as membranas celular e nuclear por difuséo passiva, sem
a intervencao de canais ou proteinas transmembrana. Ao chegar ao nucleo, liga-
se ao receptor de ER, formando um complexo que ativa sequéncias especificas
de genes que, por sua vez, controlam o crescimento e a diferenciagéo celular.
Desta forma, é responséavel pela proliferagdo de células epiteliais durante o pico
estrogénico do ciclo menstrual, e, indiretamente, pela sua posterior morte no final
do ciclo. A relagdo do ER com os carcinomas mamarios nao € uma novidade na
literatura médica: J& em 1896, Beatson descreveu a regressdo de metastases
de carcinoma de mama em mulheres ap6s oforectomia, em paciente pré-
menopausa. Seus achados, no entanto, foram ignorados até 1950, quando
alguns estudos mostraram a regressdao de tumores apoOs adrenaletomia ou
hipofisectomia, desta vez em mulheres menopausadas. Estes achados vieram
ao encontro das descricbes, em 1940, da influéncia de ER sintéticos no
crescimento de tumores mamarios. Assim, temos, atualmente, trés formas de
tratamento hormonal para os carcinomas mamarios: a) castracdo quimica por
inibicdo da liberacdo de gonadotrofinas; b) inibidores da sintese de hormoénios;
c) antagonistas hormonais (Tamoxifen). Quando usada de forma aleatdria, a
terapéutica hormonal é eficaz em cerca de 30% dos casos. Por outro lado, cerca

de 60% das pacientes com lesBes positivas para receptores hormonais
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respondem a esta forma terapéutica, enquanto menos de 10% de pacientes com
lesGes negativas para receptores hormonais respondem ao tratamento (YAGER,;
DAVIDSON, 2006; BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008)

Sabe-se que ER e progesterona sdo essenciais para a formacéo do tecido
mamario normal e seu desenvolvimento. Ambos também influenciam no
crescimento tumoral, consequentemente, (CANADAS-SOUSA et al.,, 2019;
CANADAS et al., 2019; KASZAK et al., 2018). A associagao do risco de cancer
de mama e a persisténcia dos niveis de ER no sangue ja tem sido alvo de
diversos estudos (YAGER; DAVIDSON, 2006)

Sabe-se, ainda, que mulheres obesas apresentam elevadas
concentracdes de estrogeno proveniente da transformacéo, no tecido adiposo,
da androstenediona em estrona e, posteriormente, em ER, que ja é sabidamente
envolvido na carcinogénese mamaria. As evidéncias clinicas também apoiam o
papel desse, na carcinogénese. A capacidade de suprimir o crescimento tumoral,
guando retirado o E2 foi demonstrado por Beatson em 1896, quando realizou
ooforectomia para avaliacdo do cancer de mama em mulheres jovens com
estagio ja avancado. A descoberta paradoxal posterior que doses de E2
farmacologicas, podem inibir o crescimento do cancer de mama é explicada
porque a mesma inicia um processo de vias desencadeamento de vias
apoptoticas apos aparentemente, em um periodo de privacdo de ER, (YAGER;
DAVIDSON, 2006).

Atualmente esses marcadores sdo comumente usados para definicdo do
tratamento e estabelecimento do prognostico da doenca, associados a variaveis
clinicas e patoldgicas , tais como o envolvimento linfonodal, tamanho do tumor,
tipo histolégico, grau do tumor e margens cirdrgicas (DUARTE CINTRA et al.,
2012; CANADAS-SOUSA et al., 2019; CANADAS et al., 2019)

Os maiores dos tumores mamarios — benigno ou maligno — expressam
ER. Adicionalmente, prolactina e horménios do crescimento também estdo
envolvidos no processo de crescimento tumoral. Tumores mamarios podem
expressar baixa ou altos indices hormonais. Quando baixas expressées,
consideram-se que ndo sao sensitivos em tratamentos de terapia enddcrina,
relatando-se também um pior progndstico. Enquanto isso, tumores com alta
expressao hormonal, possuem resultados melhores clinicos. Ambos receptores

sdo apenas detectados em tumores de células epiteliais, (KASZAK et al., 2018)
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Na medicina veterinaria, alguns estudos vem demonstrando que essa expressao
de um ou os dois receptores sdo mais frequentes em tumores benignos. Mas no
geral a sua expressdo tem sido correlacionada a melhores e favoraveis
prognésticos (KASZAK et al., 2018).

A maioria dos tumores mamarios caninos sao relatados em fémeas, e
poucos casos sdo documentados relatando secrecdo de E2 em machos,
correlacionado a tumores de testiculo. Além disso, a terapia hormonal
contraceptiva em caes que tem sido altamente ligado a incidéncia de um teor
maior de risco para carcinogénese (CANADAS-SOUSA et al., 2019). Essas
observacdes dao sustentacao a hipotese de que os metabdlitos oxidativos do E2
tem potencial genotoxico, mutagénico, transformador além de potencial
carcinogénico, podendo sim iniciar e causar a progressao também de cancer em
humanos (YAGER; DAVIDSON, 2006).

Em termos praticos, a marcacdo dos receptores hormonais é
especificamente nuclear, sendo os eventuais casos com padréo citoplasmatico
considerados negativos. Existem numerosos sistemas para expressar 0S
resultados, mas o importante é que se relate a proporcao de células neoplasicas
positivas e a intensidade de coloracdo (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008)

2.8 E-caderina

O reconhecimento de um papel importante das caderinas na
determinacdo do fenétipo epitelial, na migracdo e diferenciacdo celular, e na
disseminacdo tumoral tem estimulado um enorme interesse nesta familia de
moléculas de adesdo (PAREDES et al., 2006). As caderinas sdo moléculas de
adesd@o dependentes de célcio, mediando a adesado célula-célula homotipica.
Sua principal funcdo € a manutencdo da arquitetura normal dos tecidos,
particularmente como componentes das juncdes aderentes(PAREDES et al.,
2006; MATOS et al., 2006; BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008). Sua funcgéo é
manter a estrutura normal de um tecido. Entre as caderinas, existem E-, P- e N-
caderina. A caderina-P (caderina-placentaria) é expressa nhas células
mioepiteliais, e sua superexpressdo em tumores de alto grau sugere
agressividade do tumor e um mau prognostico. A E-caderina € expressa tanto
pelas células mioepiteliais como pelas células luminosas (PAREDES et al.,

2006). No entanto, a caderina mais frequentemente avaliada € a caderina-E
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(caderina epitelial), que esta envolvida na adeséao celular epitelial. (KASZAK et
al., 2018). A caderina-E é a principal caderina envolvida na adesao celular
epitelial. Possui um dominio extracelular (terminal N) que se liga com alta
especificidade a dominios semelhantes nas células adjacentes e um dominio
intracelular (terminal C) que se liga as proteinas do citoesqueleto por meio de
caderinas. Uma vez que a maioria dos tumores animais, incluindo os do homem
e do cdo séao de origem epitelial, a E-caderina tem sido amplamente estudada
em relacdo ao seu papel na tumorigénese. A expresséao e fungéo da caderina-E
sao frequentemente alteradas nos tumores epiteliais humanos, incluindo os da
mama (MATOS et al., 2006). A caderina-E (cad-E) é uma glicoproteina
transmembrana de 120 quilo Dalton que esta distante da superfamilia da
imunoglobulina. Medeia a adesdo célula-célula homotipica dependente de
célcio, mantendo assim o fenétipo adesivo normal das células epiteliais (GUPTA,;
DESHPANDE; BADVE, 2003) O gene E-caderina esta localizado no
cromossomo humano na regido 16922.1, regido frequentemente afetada por
baixa heterozigose em neoplasias mamarias esporadicas. A alta expressao da
E-caderina nos indica que a adesdo entre as células esta preservada e, deste
modo, o risco de metastases a distancia € consideravelmente baixo ja que a
possibilidade de células neoplasicas atingirem a corrente circulatéria € quase
que nula, (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008). Como marcador de bom
prognostico na espécie podemos utilizar a e-caderina, cuja expressao
demonstrou ser estatisticamente significante para prever a possibilidade de
metastizacao do processo (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).

Os tumores E-cad-negativos ainda sdo capazes de formar tubulos. Pensa-
se que a perda da expressdo de E-cad facilite o descolamento de células
tumorais do tumor primario. Reducdo ou perda de expressdo de E-cad ou
cateninas (que, juntamente com com E-cad, unidades E-cad / catenina) esta
associado a invasdo, metastase e mau prognostico em varios tipos de neoplasias
humanas, incluindo cancer de mama (GUPTA; DESHPANDE; BADVE, 2003)
Segundo um estudo a perda da expressdo da E-caderina, associada com
alteracdes na adesdo entre as células, tem associacéo significantemente alta

com a sobrevivéncia do paciente (P=0,020) e o periodo livre de metastases
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(P=0,0052), sendo assim, a E-caderina tem alta significancia como fator
prognostico (BERTON; TERZIAN; RUIZ, 2008).

Na medicina veterinaria, como a maioria dos tumores mamarios caninos
€ de origem epitelial, uma expressao reduzida de caderina-E esta relacionada
ao aumento do desenvolvimento e progressao da doenga, malignidade tumoral,
agressividade das metastases e sobrevida global curta. A caderina-E se liga a
um grupo de proteinas interconectadas chamadas cateninas, geralmente com [3-
catenina. A B-catenina interage com o dominio citoplasmatico da E-caderina e
permite 0 agrupamento em estruturas juncionais. Qualquer disfungcéo desse
complexo reduz a adesdo celular A B-catenina € uma proteina citoplasmatica
gue é degradada no processo neoplasico, o que resulta em seu acumulo no
citoplasma e no ndcleo das células tumorais. Sua expressao esta associada a
progressdo tumoral, metastases e pior prognéstico para o0 paciente.
Normalmente, os niveis de expressdo de [-catenina no sangue sao

determinados juntamente com a caderina-E (KASZAK et al., 2018).

Dois estudos de tumores mamarios caninos encontraram uma associagao
entre a expressdo da caderina-E e o tipo e diferenciacdo do tumor mas néo
necessariamente avaliando outras variaveis clinico patologicas (MATOS et al.,
2006)

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies

Os casos analisados dos 111 cdes com tumores da glandula mamaria
(TGMs) foram obtidos nos arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, Mato Grosso, Brasil. As amostras
gue estavam guardadas em um banco de dados, foram previamente fixadas em
formalina tamponada neutra a 10% e incluidas em cera de parafina. Secdes
(3um de espessura) foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina, com
um bloco representativo selecionado para estudos de IHQ. Os tumores foram
classificados de acordo com os critérios diagnosticos da OMS para a
classificagdo histolégica dos tumores mamarios de animais domésticos

(MISDORP W., 2002). A formacé&o de tubulos, o pleomorfismo nuclear e o indice
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mitético foram pontuados em uma escala de 1-3 (leve, moderada ou marcada) e
as notas foram baseadas na pontuacédo total: grau | (bem diferenciado): 3-5
pontos, grau Il (moderadamente diferenciado): 6-7 pontos e grau lll (pouco
diferenciado): 8-9 pontos.

As seguintes variaveis foram consideradas para o estudo: espécie
(apenas canino), raca, sexo (fémea), idade, tamanho da raca, status de OSH,
tamanho do tumor (diametro) (<3 cm, T1; 3cm a 5cm, T2; >5cm, T3)
(CEROVSEK et al., 2013), ulceracdo, tipo histolégico, envolvimento de
linfonodos inguinais, expressao positiva para marcadores ER e E-caderina e

seus respectivos graus por IHQ.

3.2 Imunohistoquimica

Cortes (3 um de espessura) dos tumores mamarios foram desparafinados
com xilol, seguidos de banhos em concentracdes decrescentes de solugbes de
alcool, em seguida lavados com solucao salina tamponada com fosfato e dgua
destilada. Para a imunomarcacdo de E-caderina, a recuperacdo antigénica foi
induzida por aquecimento das sec6es em tampao Tris-EDTA (pH 9,0) por 20 min
a 97°C, e, para a imunomarcacao de ER, a recuperacéo antigénica foi induzida
em banho-maria com tampéo citrato (pH 6,0). Em seguida, a peroxidase
endogena foi bloqueada pela imersdo dos cortes em peréxido de hidrogénio 3%
por 20 min, seguido do bloqueio da proteina com leite Molico® 5%. As secdes
foram incubadas com anticorpos primarios anti-E-caderina e anti-ER em camara
Umida a 4 °C durante a noite. O anticorpo secundario utilizado foi estreptavidina-
biotina-peroxidase (LSAB + System HRP, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA), e as amostras foram incubadas por 20 min em temperatura ambiente.
A imunorreacdo foi desenvolvida com cromogénio 3,3-diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, DakoCytomation,
Carpinteria, California.). E as se¢des foram contrastadas com hematoxilina. Para
cada anticorpo, a concentracdo, marca, padrédo de rotulagem e controle positivo

usados estao listados na Tabela 2.

A andlise quantitativa automatica de imunomarcacao para ER e E-
caderina foi realizada usando cinco bioimagens digitais por lamina por cdo, em

gue apenas o tecido mamario foi selecionado como a regido de interesse. As
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bioimagens foram capturadas em microscépio oOptico (Axio Imager A2, Carl
Zeiss, Alemanha) com aumento de 400x%, padronizado em resolugcédo e tamanho
(2560 x 1920 pixels; 32 bits/pixel; RGB). Essas imagens foram pré-processadas
e segmentadas usando o plugin de deconvolugédo de cor (RUIFROK AC &
JOHNSTON DA., 2001), binarizacdo e delimitacdo de contorno (divisor de
aguas) para quantificar o numero absoluto de células positivas por slide (SHI P
et al., 2016). Todas as operac¢Oes foram realizadas usando o software Fiji / Image
J (versao 1.52p, National Institutes of Health, EUA) (SCHINDELIN J et al., 2012).

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica baseou-se na apresentacao descritiva dos resultados
de cdes com cancer mamario por meio de frequéncias absolutas e relativas. A
associacao entre as variaveis categoricas relacionadas ao tumor mamario e a
expressao imunohistoquimica para ER ou E-caderina foi avaliada pelo teste de
Fisher e, para as variaveis quantitativas, o teste t ou analise de variancia

(ANOVA), de acordo com o tipo de comparacéao.

Todas as andlises foram realizadas nos softwares GraphPad Prism
(verséo 8.0.0) e Orange (verséo 3.24.1), e um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Tabela 2. Anticorpos e recuperacdo antigénica utilizados na

imunohistoquimica

Anticorpo Diluicdo Recuperacédo Controle Padrdo de
(Dako) antigénica positivo marcagao
E-caderina 1:100 Fogéao Carcinoma Membrana
monoclonal (20 minutos) previamente  celular

de conhecido

camundongo como positivo

Clone NCH-

38

Receptor de
estrégeno Pré-diluido Nuclear
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monoclonal Panela de Utero normal
de pressdo (20 de cadela
camundongo minutos)

(clone EP-1)

4 RESULTADOS

4.1 Animais e caracteristicas clinicopatoldgicas

As caracteristicas clinicas e patolégicas de caes com CMTSs, incluindo
idade, status de castracdo, tamanho do tumor, graduacao histolégica e presenca
de metastases, estdo listadas na Tabela 3. Cento e onze cadelas foram incluidas
neste estudo, com idade média de 10,07 + 3,08 anos (intervalo: 4-12 anos). A
idade média para caes com tumor maligno (n = 95; 85,58%) fora de 10 anos e
para caes com hiperplasia (n = 10; 9,0%) ou tumor benigno (n = 6; 5,4%) foi de
8 anos. A descricdo da localizacdo anatdbmica especifica dos tumores pela
glandula é apresentada na Tabela 3. A maior incidéncia ocorreu no par
abdominal (35/105; 33,3%). Uma associacao significativa foi encontrada entre a
idade dos cdes e o comportamento maligno de um tumor (p = 0,037).

Quarenta e trés (38,73%) dos 111 caes com CMTs eram mesti¢os,
enguanto 61,26% (68/111) eram céaes de raca pura, incluindo Poodle (n = 16),
Pinscher (n = 11), Pitbull (n = 7), Dachshund (n = 5), Labrador Retriever (n = 4),
Dalmata (n = 3), Cocker Spaniel (n = 3), Pastor Alemao (n = 3), Rottweiler (n =
3), Yorkshire Terrier (n = 3) e Shih Tzu (n = 2). Beagle, Blue Heeler, Border Collie,
Deutscher Boxer, Bull Terrier, Fila Brasileiro, Lhasa Apso e Maltés foram
responsaveis por um dos 68 cdes de raca pura com CMT’s

Houve associacdo significativa entre caes pequenos de ragca pura e
neoplasia benigna (p = 0,01) (Tabela 3). Os cdes sem raca definida nao foram
incluidos devido a sua consideravel variabilidade de tamanhos. Dos 68 cées de
raca pura, 18 (26,5%) foram considerados cdes de raca pequena, um dos quais
foi excluido por ser um outlier. Tumores menores que 3 cm de diametro foram
observados em 76,5% (13/17) dos caes pequenos de raca pura e 30% (15/50)
nos demais caes de racga pura (Tabela 4). Houve associagao significativa entre

tumores menores que 3 cm e caes de racas pequenas (p = 0,0014).
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De 111 cadelas com CMTs, 3 (2,70%) foram castradas, enquanto 43
(38,75%) estavam inteiras. Para 65 cées (58,56%), os dados sobre a

esterilizacdo nao foram registrados nas histérias de casos.

Tabela 3. Resultado da associacéo clinica e variaveis em relagédo ao tipo

tumoral em cadelas.

Tipo tumoral?

Freq.

Variaveis Hiperplasia Benigna Maligna
Clinicas F. F. p- valor F. p- valor F. p- valor
Absoluta Absoluta Absoluta Absoluta
(%) (%) (%) (%)
Idade*
1 até 5 anos 98178'31) 1(12.5) 0.54 1(12.5) 0.36 6(75) 0.32
5 até 10 anos 278(5313.4) 7(12.3) 0.32 4(7.0) 0.67 46(80.7) 0.17
> 10anos f61(§11'§) 2(4.3) 019  1(22) 039  43(935) 005
Tamanho do
tumor
1-3cm 31(27.9 01(3.2) 0.28 03(9.7) 0.34 27(87.1) >0.99
3)
3 -5cm 23(20.7 01(4.35) 0.68 01(4.35) >0.99 21(91.3) 0.35
2)
> 5cm 57(51.3 08(14.03) 0.09 02(3.51) 0.42 47(82.46 0.42
5) )
Tamanho da
raca** (n=68)
Pequena 18(26.4 1(5.55) >0.99 4(22.22) 0.01 13(72.23 0.11
7) )
Media 36(52.9 4(11.11) 0.36 1(2.78) 0.17 31(86.11 >0.99
4) )
Grande 14(20.5 0(0) 0.57 0(0) 0.57 14(100) 0.10
9)
Ulceragéo
Presente 2)9(35.1 02(5.13) 0.49 01(2.56) 0.20 36(92.3)
Ausente 72648 08(11.12) 066  05(6.94) 066  59(81.94 °-16
6) )
OSH
Sim 03(2.70) 0(0) >0.99 0(0) >0.99 03(100) >0.99
Nao 43(38.7 07(16.28) 0.04 04(9.3) 0.20 32(74.42 0.01
5) )
NI 65(58.5 03(4,61) 0.08 02(3.08) 0.22 60(92.31 0.04
6) )

Localizacao
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Toracica 18(16.2 01(556) >0.99 O01(555) 0.39  16(88.89 > 0.99
2) )
Abdominal  35(315 04(11.43) 072  01(2.86) 0.66  30(85.71 > 0.9
3) )
Inguinal 30(27.0  03(10) >099 01(3.33) >099 26(86.67 >0.99
3) )
Mltipla 22(19.2 02(9.09) >099 03(13.64 009  17(77.27 0.30
2) ) )
NI 06(5.40) 0(0) >099 0(0) >099 06(100) 0.59
Linfonodo
Metastase
sim 20(18.0  0(0) 0(0) 20(100%
2) )
N0 01(81.9 10(10.99) 920  op@59) 08 758242 007
8) )

Obs. Toda estatistica foi analisada utilizando teste exato de Fisher.
* Na variagdo de idade, o meio termo de cada categoria foi incluido na coluna de
frequéncia (freq)

** Tamanho da raga (n = 68) apenas cinco ragas foram mais prevalentes com TMC

O diametro maximo médio dos CMTs foi de 5,90 + 4,35 cm (variagcdo: 0,6
a 19 cm). Dos 68 cées de raca pura, 18 (26,5%) eram considerados racas
pequenas e tinham tumor de tamanho médio de 2,78 + 2,3 cm; trinta e seis
(52,9%) eram racas de tamanho médio com tumor médio de 5,23 + 3,6 cm e 14
(20,6%) eram racas grandes com tumor medio de 6,1 + 3,4 cm. Os caes foram
agrupados em trés categorias com base no didametro maximo de seu tumor
mamario: <3 cm (27,93%; 31/111), de 3 a 5 cm (20,72%; 23/111) e > 5 cm
(51,35%; 57/111). Foi avaliado o tamanho maximo de um tumor em relacdo a
classificacdo do tumor (hiperplasia, benigno ou maligno). O maior tamanho
médio foi observado na hiperplasia (8,4 + 5,6 cm), seguido dos tumores malignos
(5,69 = 4,09 cm) e benignos (3,78 = 3,59 cm), respectivamente. O tamanho dos
tumores mamarios no grupo hiperplasia foi estatisticamente diferente (p = 0,025)
do tamanho do tumor nos grupos benigno e maligno. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre a classificagcdo do tumor (neoplasia, benigno
ou maligno) e as variaveis clinicas (ulceracdo e metastase).

Tabela 4. Distribuigéo de casos classificados de acordo com o tamanho do
tumor e ragas pequenas comparado com 0s outros tamanhos.

Diametro do Tumor

Tamanho da N < 3cm 3-5cm > 5cm

raca Fr(%)* Médiatdp** Fr(%) Médiatdp Fr(%) Médiatdp
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Pequena 17 13(76.5) 1.75+0.71 01(5.9) 3.5%0 03(17.6 7%2.45
)
Outros 50 15(30) 1.77+0.78 13(26) 4.15+0.56 22(44) 8.79+2.42
p Valor 0.0014 0.09 0.08
OBS:

*Frequéncia absoluta. Dentro da frequéncia relativa dos parénteses.
**Médiatdp (média e desvio padrdo do didmetro do tumor — cm).

De 111 cadelas com CMTs, 85,58% (n = 95) tinham um carcinoma
maligno, 5,4% (n = 6) tinham um tumor benigno e 9,0% (n = 10) foram
diagnosticados com hiperplasia mamaria. O diagnostico morfolégico dos
28),

carcinoma simples (25,26%; n = 24), carcinoma misto (22,11%; n = 21),

tumores mamarios malignos foi: carcinoma complexo (29,47%; n

carcinossarcoma (11,58%; n = 11 ), carcinoma sélido (9,47%; n = 9), carcinoma
anaplasico (1,05%; n = 1) e carcinoma in situ (1,05%; n = 1). O namero total de
tumores malignos usados para subclassificacdo por graduacao foi 95; quarenta
e dois eram grau |, 31 eram grau Il e 22 eram grau lll. A Tabela 5 mostra a

classificacéo histoldgica e graduacdo dos tumores mamarios malignos.

Tabela 5. Associagdo entre tumores mamarios malignos e sua graduacao

tumoral.

Maligno Tumor Mamario Grau Histolégico
I Il [l

(n=42) (n=31) (n=22)

Simples carcinoma

(n=24) 10 08 06
Carcinoma Solido(n=9) 02 07 -
Carcinoma Misto (n=21) 10 10 01
Carcinoma Anaplasico

A - - 01
(n=1)

Carcinoma  Complexo

(n=28) 20 06 02
Carcinosarcoma In-situ

A - - 01
(n=1)

Carcinossarcoma i ) 11
(n=11)

4.2 Estudo IHC
Dos 95 tumores malignos avaliados qualitativamente por IHC, 26,3%
(25/95) foram positivos para ER (Fig. 1A), e 73,7% (70/95) foram negativos (Fig.
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1B). A coloracéo de ER foi observada nos nucleos das células epiteliais tumorais.
Aléem disso, 48,4% (46/95) foram positivos para E-caderina (Fig. 1C); 51,6%
(49/95) foram negativos para este imunomarcador (Fig. 1D). A positividade da E-
caderina foi indicada pela presenca de coloracao distinta da membrana da célula
epitelial marrom-escura.

Na avaliagdo qualitativa (positiva e negativa) da marcacao
imunoistoquimica de ER e E-caderina em tumores malignos, houve associacao
estatisticamente significativa entre malignidade grau Ill e imunomarcacao
negativa para estrogénio (p = 0,01). As frequéncias absolutas e relativas do
diagnéstico morfologico e o grau de malignidade em relacdo a imunomarcacao

para ER e E-caderina sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6. ER e E-caderina, expressao em tumores mamarios malignos e sua
correlagdo com grau histologico.

Tumor Maligno Freq. ER E-cadherin
Fr(%) Fr (%)

Diagnastico Fr (%) + - \ealor + - p valor
Carcinoma 24 6(25) 18(75) > 12(50) 12(50 >0.99
Simples (25.26) 0.99 )

Carcinoma 9 3(33.3) 6(66.7) 0.69 3(33.3) 6(66. 0.48
Sdlido (9.47) 7)
Carcinoma 21 7(33.3) 14(66.7) 0.41 12(57. 9(42. 0.46
Misto (22.11) 1) 9)
Carcinoma 1 0(0) 1(100) > 01(100 0(0) 0.48
Anaplasico (1.05) 099 )
Carcinoma 28 9(32.1) 19(67.9) 0.44 14(50) 1450 =>0.99
complexo. (29.47) )
Carcinoma In- 1 0(0) 1(100) > 0(0) 1(100 >0.99
situ (1.05) 0.99 )
Carcinosarcoma 11 0(0) 11(100) 0.06 4(36.4) 7(63. 0.52
(11.58) 6)
Subtotal 95 25(26. 70(73.7) - 46(48. 49(51 -
3) 4) .6)
Grau Histoldgico Fr(%) + i p + i o valor
valor
I gi§44. %—3(35. 27(64.3) 0.09 21(50) )21(50 0.83

[ 31(32. 9(29.1) 22(70.9) 0.80 17(54. 14(45 0.51
63) 8) 2)
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22(23. 1(4.5) 21(95.5) 0.006 8(36.4) 14(63 0.23
Il 6) 6)

Toda estatistica analisada foi realizada usando o teste exato de Fisher

Nenhuma associacdo significativa pbéde ser estabelecida entre a
classificacdo histologica (hiperplasia, benigna ou maligna) e a imunomarcacao
para ER e E-caderina. Estudos histopatoldgicos revelaram que 21 (22,10%) de
95 tumores mamarios malignos tiveram metastase. Destes, metastase de
carcinoma simples (n = 9) foi significativamente associada com expressao
negativa de ER (p = 0,03), e uma alta associagdo com imunomarcagao positiva
para E-caderina (p = 0,0001). Além disso, foi observada uma associacdo
significativa entre metastase de carcinoma misto e expressao positiva de E-
caderina (p = 0,01) (Tabela 7).

Tabela 7. ER e E-caderina expressao e sua correlagédo com o tipo tumoral e

metastase
Tipo Tumoral Metastase ER E-caderina
Fr (%)
20(21) Fr (%) p Fr (%) p
+ - valor + - valor
Simples C. 7(7.4) 2(28.6) 5(71.4) 0.03 6(85.7) 1(14.3 0.000
) 1
Complexo C. 2(2.1) 1(50) 1(50) 0.08 1(50) 1(50) 0.29
Solido C. 3(3.2) 1(33.3) 2(66.7) 0.12 2(66.7) 1(33.3 0.06
)
Misto C. 4(4.2) 0(0) 4(100) > 3(75) 1(25) 0.01
0.99
Anaplasico C. 1(1.0) 0(0) 1(100) > 1(100) 0(0) 0.16
0.99
Carcinosarcoma  3(3.2) 0(0) 3(100) > 1(33.3) 2(66.7 0.41
0.99 )
Total 95 4 16 - 15 6 -

Os tumores mamarios em relacao a localizacéo (glandula afetada) foram
classificados em: abdominais (n = 35; 31,53%), inguinais (n = 30; 27,03%),
multiplos (n = 22; 19,22%) ou toracicos (n = 18 ; 16,22%); em seis casos (5,4%)
nao foi identificada a localizacdo. Nao houve associacdo estatisticamente

significativa entre a localiza¢éo da glandula afetada e E-caderina e ER IHC.
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4.3 Tumores malignos

Foram 95 tumores malignos testados em IHQ. O tipo histolégico
predominante na avaliagdo desses, foi o carcinoma complexo (28/95, 28%),
seguido pelo carcinoma em tumor misto (21/95, 22%) e entdo o carcinoma
tubulopapilar (15/95, 15%) e carcinossarcoma (11/95, 11%). A idade dos caes
gue apresentaram esses padroes morfologicos foi de 4 a 16 anos de idade
(média de 10 anos). A maioria dos caes, 70% (66/95) tinha acima de 8 anos de
idade. A distribuicdo das principais caracteristicas clinicas avaliadas segundo os
subtipos de cancer de mama classificados pela imunohistoquimica é
apresentada no Quadro 5. O tamanho médio dos tumores malignos foi de 5,07cm

com amplitude entre 0,6 a 17cm.

5 Discussao

O presente estudo relata as caracteristicas clinicopatoldgicas e
imunohistoquimicas dos CMTs em 111 cdes no centro-oeste de Mato Grosso,
Brasil. Entre esses cées, 85,58% dos TMGs foram histologicamente
classificados como malignos. Essa porcentagem é maior do que 40-50% de
TMGs relatados como malignos em estudos realizados nos EUA (ALLEN SW et
al., 2013), Canada(MITCHEL L. et al., 1974) e México (SALAS Y. et al., 2015),
mas semelhante as taxas relatadas na india (83%), Asia (87,8%) e na regi&o sul
de Brasil (73,3%) (OLIVEIRA FILHO JC et al., 2010; DILEEPKUMAR K. et al.,
2014; ARIYARATHNA H et al., 2018). As razdes para a maior porcentagem de
tumores mamarios malignos em cdes no presente estudo sdo desconhecidas,
mas a exposicao frequente de cdes a carcindgenos e uma disposicao reduzida
dos proprietarios em procurar atendimento veterinario devido a questbes
financeiras podem ser alguns dos fatores. Além disso, estudos baseados no
envio de amostras a laboratoérios tendem a ter maior prevaléncia de neoplasias
malignas, uma vez que muitos nédulos mamarios menores ndo sao removidos
cirurgicamente ou ndo sao enviados aos laboratorios por veterinarios e
proprietarios (MORRIS JS et al., 1998).

Os tumores mamarios sdo o tipo de neoplasia mais comum em cadelas
inteiras. Isso pode ser atribuido a promocéo da carcinogénese mamaria pela
exposicdo prolongada dos tecidos mamarios aos horménios reprodutivos
(DONNAY | ET AL., 1995). O ER foi reconhecido como um dos principais
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impulsionadores da carcinogénese mamaria em mulheres e cdes (SORENMO
KU ET AL., 2019). A duracédo da exposicdo aos horménios ovarianos no inicio
da vida determina o risco geral de cancer mamario (KRISTIANSEN VM ET AL.,
2016). O risco de desenvolver TGM aumenta de 0,5% a 8% a 26%, dependendo
se OHE é realizado antes do primeiro, segundo ou qualquer estro subsequente,
respectivamente (ASHBECK EL ET AL 2007). Céaes com tumores ER-positivos
de grau Il, ou com niveis aumentados de 17B-estradiol sérico peri-cirtrgico,
representam o subconjunto de cdes com carcinomas mamarios com maior
probabilidade de se beneficiar de OHE. No entanto, nem todos os caes com
carcinoma mamario se beneficiam de OHE no momento da remocao do tumor
(KRISTIANSEN VM ET AL., 2013). Isso € corroborado pela observacdo do
presente estudo de que a maioria dos caes que desenvolveram tumores
mamarios malignos néo foi submetida a OSH (p = 0,01).

Foi observada associacdo positiva entre cadelas inteiras e alteracdes
mamarias relacionadas a hiperplasia (p = 0,04). Portanto, parece plausivel que
um subconjunto de cdes com hiperplasia da glandula mamaria possa estar em
risco de desenvolver tumores malignos e, portanto, potencialmente fatais. Em
comparacao, mulheres com tumor benigno de mama ou hiperplasia mamaria
apresentam risco aumentado de desenvolver cancer de mama
subsequentemente, e esse risco aumenta com o aumento da atipia (ASHBECK
EL et al., 2007; KRISTIANSEN VM et al., 2013). Essas descobertas reforcam as
semelhancas entre mulheres e cdes em termos do papel da exposi¢édo hormonal
e do risco de cancer mamario, em que os efeitos dos horménios séo continuos
e contribuem para o aumento do risco com o aumento da idade (KRISTIANSEM
VM et al., 2016).

Os resultados do presente estudo demonstram uma relacéo clara que a
raca canina mais afetada foi o Poodle. Isso esta de acordo com os achados de
Oliveira Filho et al. 2010, mas de maneira geral ndo ha um consenso quanto a
predisposi¢ao racial. Alguns autores relatam maior incidéncia em cées de caca
(Pointer, Setter e Spaniel Breeton), enquanto outros descrevem altas
frequéncias em racas com diferentes habilidades (BRODEY RS et al. 1983).
Embora um componente genético ndo tenha sido avaliado neste estudo, certas
racas de cdes tém um risco aumentado de desenvolver TGMs porque a

supressdo tumoral do gene p53, o gene mutado com mais frequéncia em
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tumores humanos, também foi identificada em CMTs (SORENMO K. 2003). Além
disso, 0 oncogene c-erbB2 foi encontrado para ser superexpresso na maioria
dos tumores mamarios malignos caninos, e mutagcbes em BCRAL1 foram
documentadas em alguns casos (SORENMO K. 2003). Foi identificada
associacdo significativa (p = 0,037) entre cdes com 10 anos (85,6%) e
desenvolvimento de tumor mamario maligno, sugerindo que a incidéncia de CMT
aumenta com a idade. Em 76,5% dos CMTs neste estudo, os tumores de
pequeno porte (<3 cm) foram predominantes em ragas pequenas (p=0,0014).
Essas descobertas sugerem que a detecgdo precoce de uma massa palpéavel
pelo dono de um céo durante exames fisicos de rotina em racas pequenas pode
contribuir para a maior taxa de tumores de pequeno porte (ITOH T et al., 2005).
Além disso, os resultados mostraram que racas pequenas tendem a diagnéstico
mais precoce e consequentemente, de neoplasia benigna, devido a contato
maior com os donos, normalmente devido normalmente a convivio mais proximo
(p = 0,01), sugerindo que o tamanho do tumor é um fator progndstico
independente. Tumores <3 cm de diametro foram associados a um progndstico
significativamente melhor do que tumores >3 cm. Um fator interessante em
relacdo ao tamanho do tumor observado no presente estudo foi que o tamanho
médio dos tumores no grupo com hiperplasia mamaria foi significativamente
maior (p = 0,025) do que nos tumores mamarios benignos e malignos. Esses
achados enfatizam que o tamanho do tumor por si s6 ndo confirmam a
malignidade e a confirmacao histologica € essencial, mas vale a ligacédo entre a
evolucao da hiperplasia x tamanho, com o o tempo, sendo esse, fator de risco,
para desenvolvimento e evolugdo de um tumor maligno. Neste estudo, as
glandulas maméarias abdominais e inguinais foram os locais mais frequentes para
o desenvolvimento do tumor; esse achado também foi observado por outros
trabalhos (CAMERON AM et al., 1971; MISDORP W et al., 1971). As glandulas
mais caudais sao as maiores e mantém a capacidade secretora por mais tempo
do que outros pares, portanto, podem ter uma maior propensdo para 0
desenvolvimento de tumor (FIDLER 1J & BRODEY RS, 1967).

Neste estudo observou-se associacdo significativa entre grau Il
carcinomas (p = 0,01) e expressdao negativa de ER. O desenvolvimento da
maioria dos carcinomas da glandula mamaria é estrogénio-dependente, e a

maioria dos carcinomas mamarios caninos expressa ERs (SONREMO K., 2003;
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SCHNEIDER R. et al., 1969). Ha um relacdo inversa entre a expressao de ER e
diferenciacao histologica. Estudos anteriores mostraram que tumores benignos
e bem diferenciados s&o mais propensos a ser ER-positivos, enquanto tumores
indiferenciados e anaplasicos tém maior probabilidade de ser ER-negativos
(NIETO A. etal., 2000), corroborando nossos resultados. Além disso, os tumores
malignos tendem a perder sua dependéncia hormonal e tendem a ser negativos
para ER. No presente estudo, a metastase de carcinoma simples foi
significativamente associada a um perfil de ER negativo, indicando um pior
progndéstico. Um relatério anterior mostrou, mais surpreendentemente, que
niveis elevados de estrogénio no soro melhoraram significativamente o resultado
em caes com tumores de alto risco, incluindo aqueles em estagio avancado e
aqueles com um escore flexivel alto (SONREMO K et al 2003).

Embora ndo tenha sido encontrada associacdo estatistica entre a
expressao da caderina-E e os tumores mamarios malignos, 49 (51,6%) de 95
tumores mamarios malignos apresentaram expressao negativa da caderina-E
por IHQ. As caderinas séo glicoproteinas transmembrana dependentes de calcio
responséaveis pela adesao célula-célula. Na medicina veterinéria, como a maioria
dos CMTs sdo de origem epitelial, uma expresséo reduzida ou negativa de E-
caderina esta relacionada ao aumento da malignidade do tumor, agressividade
da metéstase e menor tempo de sobrevida global (KASZAK | et al., 2018). Por
outro lado, no presente estudo, a expressao positiva da E-caderina foi
significativamente associada a metastases de dois tipos histolégicos (carcinoma
simples e carcinoma misto) de tumores mamarios malignos em caes. No entanto,
isso ndo é surpreendente porque a formacdo de as estruturas tubulares e
papilares observadas no diagnéstico morfoldégico requerem algum grau de
organizacao, que depende em grande parte das moléculas de adesao (caderinas
e cateninas) (TAKEICHI M 1991; MATOS AJ et al 2006).

6 CONCLUSAO

Este estudo sugere que existe uma relagéo significativa entre a perda da
expressdo de ER e outros fatores conhecidos de mau progndéstico em CMTSs,
como grau histologico Ill e metastases em linfonodos. No entanto, estudos

futuros sdo necessarios para identificar fatores prognoésticos que podem ajudar
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alvos terapéuticos a apoiar um melhor resultado e melhorar a sobrevida,

especialmente os niveis séricos de hormonios sexuais.
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8 APENDICE A — ARTIGO CIENTIFICO

Correlacdo clinico patolédgica entre as imunomarcacbes de E-caderina e receptores de estrégeno nos
tumores de mama em cadelas’

Maria T.B. Ens?, Camila G. Campos?, Marina R. Fiori?, Asheley H. B. Pereira?, Fabiola A. Bonete?, Luiz D. C.
Junior?, Marcos de A. Souza’ Roberto L. de Souza? and Caroline A. Pescador?

ABSTRACT.- Ens M.T.B., Campos C.G., Fiori M.R., Pereira A.B.H., Bonete F.A., Junior L.D.C, Pescador C.A. &
Souza R.L. 2019. Correlagdo clinico patoldgica entre as imunomarcagdes de E-caderina e receptores de
estrégeno nos tumores de mama em cadelas. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de
Patologia Veterinaria, Universidade Federal do Mato Grosso, Av. Fernando Corréa da Costa, 2367 - Boa
Esperanca, Cuiaba, MT 78060-900, Brazil. E-mail: carolpescador@yahoo.com.br
The considerable increase of tumor diagnoses in animals affected by congenital anomalies
should evolve after the necessity of a therapy for the prevention of the disorder. E-cadherin and estrogen
expression levels were published through immunohistochemistry in bitches with breast neoplasms
correlated with their clinical characteristics. The analysis of 111 cases of lymphoma and female, 95 were
malignant and 16 benign, all had fragments of lymph node and were in paraffin and were created by HE.
initially. All patients evolved, passed the telephone route for evaluation of survival according to the
diagnosis data. This first moment made an evaluation only of the negative expressions in
immunohistochemistry, since they are of two marks as markings. The malignant tumor may become a
major cause for the diagnosis of case carcinoma and 35/95 present ulceration. Among patients with a
negative diagnosis for E2 (80/95), symptoms of higher frequency were found in cases where the tumors
were above 5 cm (38/80), without lymph node metastasis (63/80), above 8 years (56/80). Benign tumors
were decoratedin 16 samples (15%). The predominant histological subtype was hyperplasia (10/16, 64%).
Among the patients with a negative diagnosis for E2 (14/16), symptoms of higher frequency were found
in cases in which the tumors were above 5 cm (8/14), between 2 and 8 years (9/14) with mean of 8 years.
Among patients with poor relationship with E-cadherin (8/17), cases of higher frequency were found in
cases where tumors were present with a mean size of 7cm (4/8 T3) and mean age in 8 years. In order to
evaluate the positive assessment scores for most variables and the observations as worse prognoses.

INDEX TERMS: Immunohistochemistry, female dogs, mammary, tumors, prognosis.
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RESUMO.- [Correlagdo clinico patoldgica entre as imunomarcacbes de E-caderina e receptores de
estrégeno nos tumores de mama em cadelas.]

O aumento consideravel de diagndsticos tumorais em animais de companhia apenas cresce ano apds ano,
necessitanto entdo a realizagdo de uma preconizagdo tanto no momento do diagndstico, como para seu
tratamento e diretrizes para acompanhamento. Foi avaliado niveis de expressdo de E-caderina e estrogeno,
através da imunohistoquimica em cadelas com neoplasmas mamarios correlacionando com suas
caracteristicas clinicas. Fora realizado através de estudo retrospectivo entre os anos de 2015 até junho de
2018. Foram acolhidos para analise 111 amostras de cdes do sexo feminino sendo 95 malignos e 16
benignos, todos possuiam fragmentos de linfonodo e estavam ja em parafina e que foram analisados por
HE inicialmente. Todos os pacientes avaliados, passaram por questionario via telefonema para avaliagdo
de sobrevida de acordo com a data do diagndstico. Nesse primeiro momento fez a avaliagdo apenas das
expressdes negativas na imunohistoquimica, uma vez que necessita de score ambas as marcagdes. Para os
tumores malignos observou-se maior incidéncia para diagndstico de Carcinoma Complexo (28/95), a raca
mais acometida foi a SRD com 37/95 dos casos e 35/95 apresentavam ulceracdo. Entre os pacientes com
expressdo negativa para E2 (80/95), foram identificados picos de maior frequéncia nos casos onde os
tumores apresentavam-se acima de 5cm(38/80), sem metastase em linfonodo(63/80), acima de 8 anos
(56/80). Os tumores benignos foram analisados em em 16 amostras (15%). O subtipo histdlogico
predominante foi a hiperplasia (10/16, 64%). Entre os pacientes com expressdo negativa para E2 (14/16),
foram identificados picos de maior frequéncia nos casos onde os tumores apresentavam-se acima de
5cm(8/14), entre 2 e 8 anos (9/14) com media de 8 anos. Entre os pacientes com expressdo negativa para
E-caderina (8/17) foram identificados picos de maior frequéncia nos casos onde os tumores apresentavam-
se com tamanho em media de 7cm (4/8 T3) e media de idade em 8 anos. Concluindo-se a necessidade
ainda da avaliacdo dos scores de marcagdo positiva para correlagdo com maior precisdo das variaveis ja
observadas como piores progndsticos.

TERMOS DE INDEXACAQ: imunohistoquimica, cies fémeas, mama, tumor, prognadstico.

INTRODUCTION

Em medicina veterindria, os tumores mamarios sdo as neoplasias de maior incidéncia em cadelas ndo
castradas, sendo 50% delas de origem maligna(Martin De Las Mulas et al. 2005). Assim como em humanos,
0 cancer mamario canino tem comportamento bioldgico variavel que dificulta as estimativas dos resultados
clinicos individuais com base em suas caracteristicas histoldgicas e clinicas (Misdorp et al. 1999).
Histologicamente, os tumores mamarios sdo classificados como tumores epiteliais malignos, tipos especiais
de tumores epiteliais, tumores malignos mesenquimais, carcinossarcoma e tumores benignos
(Goldschmidt et al. 2011). O tipo de tumor mais comum entre eles é o carcinoma tubular
(adenocarcinoma), seguido por carcinoma papilar, carcinoma sélido, carcinoma complexo e
carcinossarcoma e os tumores mamarios benignos sdo principalmente fibroadenomas, papilomas ductais,
tumores mistos benignos e adenomas simples(Salas et al. 2015).

Levando em consideragdo a populagdo canina e a alta incidéncia de tumores mamarios nessa
espécie, a doenca pode ser considerada um grande problema na saude animal, exigindo alternativas
diagnésticas e terapéuticas (Salas et al. 2015). Existem alguns fatores progndsticos reconhecidos e bem
aceitos dos tumores mamarios malignos do cdo, como pleomorfismo nuclear e celular, indice mitético,
presenca de areas de necrose, invasdo peritumoral e linfatica e metastase em linfonodos regionais
(Goldschmidt et al. 2011). No cancer de mama canino, a expressdo de biomarcadores de E-caderina e do
receptor de estrogénio (RE) tem sido associada a progressdao do tumor mamario (Gama & Schmitt 2012) e
atualmente influencia o valor progndstico. As caderinas sdo glicoproteinas transmembrana dependentes
de calcio e responsaveis por aderéncias célula-célula (Matos et al. 2006). Sua funcdo é manter a estrutura
normal de um tecido. Entre as caderinas, existem E-P e N-caderina. A caderina mais frequentemente
avaliada é a E-caderina, que esta envolvida na adesdo celular epitelial (Matos et al., 2006). Acredita-se que
a ruptura da adesdo célula-célula normal resulte em deiscéncia de células tumorais, que é um passo inicial
essencial noinicio da invasdo e da metastase (Gupta et al. 2003). Além disso, elas estdo também envolvidas
na regulacdo de processos observados no desenvolvimento tumoral, como crescimento celular
desordenado, diferenciacdo celular defeituosa e organizagdo tecidual alterada (Andreasen et al. 2014).
Como a maioria dos tumores de mama em humanos e em cdes é de origem epitelial, as E-caderinas tém
sido intensamente estudadas em relacdo a sua funcdo na génese do tumor (Matos et al. 2006). Estudos
utilizando culturas celulares e modelos de animais sugeriram que as E-caderinas podem atuar também
como molécula supressora de tumor e de invasdo neoplasica (Piekarz et al. 2008). Desta forma, como
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mediadoras de adesdo intercelular, as E-caderinas impedem que as células de um tumor primario se soltem
e invadam locais proximos ou distantes (Knudsen & Wheelock 2005).

Portanto, um fator facilitador da disseminacdo das células tumorais é a reducdo da expressdo
destas moléculas (Gama & Schmitt 2012). Baseando-se nisso, € sugerido que a reducdo ou a auséncia de
expressdo de E-caderinas nos tumores possa servir como um indicador de progndstico ruim, podendo ser
um pré-requisito para a ocorréncia da disseminacdo das células tumorais (metastase) (Piekarz et al. 2008).

Os receptores de esterdides puderam provaram sua utilidade caracterizando subgrupos com
progndstico diferente entre cadelas com cancer mamario (Ferreira et al. 2009). No entanto, a maioria dos
dados disponiveis era baseada na medicdo de receptores de esterdides usando citosol tumoral na qual é
caro e ha necessidade de condigOes especiais de armazenamento de amostras de tecido, ndo sendo viavel
na pratica clinica. Com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais anti-receptores nucleares de
estrogénio e progesterona, a mensuragdo destes receptores através da imunohistoquimica (IHC) tornou-
se cada vez mais importante. O receptor de estrogenio (RE) é considerado um dos mais importantes
biomarcadores em tumores caninos mamarios (TCM). E embora seja encontrado em tecido mamario
normal, em crescimento e desevolvimento, a maioria dos TCM (benignos e malignos) expressam RE (Kaszak
et al. 2018). Em humanos, tumores mamarios com baixa expressdo de estrégeno e progesterona ndo sao
sensiveis a terapia enddcrina, sendo classificados com progndstico ruim. Enquanto que, tumores de mama
com alta expressdo de estrogénio e progesterona apresentam resultados clinicos ligeramente melhores
(Goldstein et al. 2010). Em cées, alguns estudos desmostraram que a expressdo de receptor de estréogeno
(RE+) em tumores mamarios, foi encontrada mais frequentemente em tumores benignos, sendo
relacionado assim a um bom progndstico. Adicionalmente, tumores caninos mamarios com expressao
negativa de RE obtiveram prognéstico desfavoravel (Araujo et al. 2018).

Diante disso, este estudo tem como objetivo relatar os achados clinico-patoldgicos de cadelas com
tumores mamarios atendidas no Hospital Veterinario (HOVET) da UFMT e correlacionar os padrdes
morfoldgicos encontrados com as expressGes de E-caderina e receptor de estrogeno (ER) através da
imunohistoquimica.

MATERIALS AND METHODS

Populagdo de estudo. Foi realizado um estudo retrospectivo de neoplasmas mamarios em cadelas,
entre os anos de janeiro de 2015 até junho de 2018, diagnosticados pelo Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Mato Grosso (LPV-UFMT), campus Cuiabd. Todos os casos eram
provenientes de bidpsias, por incisdo cirurgica, realizadas no Hospital Veterinario da UFMT (Hovet-UFMT).
Consideraram-se os diagndsticos morfoldgicos que constavam nos protocolos originais, buscando apenas
guando necessario a padronizacdo dos critérios escolhidos neste estudo através das classificacdes
histomorfoldgicas conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Salde - Armed Forces Institute of
Pathology (OMS-AFIP) (Misdorp et al. 1999). Foram considerados como “tumores mamarios” todos os
disturbios do crescimento da glandula mamaria, tanto os neopldsicos (compreendendo neoplasmas
benignos e malignos) como os ndo-neoplasicos (compreendendo as alteracdes hiperpldsicas) (Toribio et al.
2012

Foram consideradas, para o estudo, as seguintes varidveis: espécie (apenas canino), raga, sexo
(fémeas) idade ao diagndstico, tamanho do tumor (em centimetros, caracterizado até 3cm —T1, de 3cm
até 5cm — T2, acima de 5cm-— T3 (Oliveira Filho et al. 2010, Cerovsek et al. 2013), em casos de tumores
multicéntricos, considera-se o maior tumor como tumor primario; tipo histolégico; comprometimento de
linfonodos inguinais, enviados pela bidpsia pds cirurgia analisados por HE (com ou sem metdstase); estadio
de vida e expressdo positiva para marcadores de estrogénio e expressdo positiva de e-caderina e suas
respectivas graduacdes através de imunohistoquimica.

Critério de inclusdo ou exclusdo de casos. Os pacientes caninos foram elegiveis para inclusdo
quando na busca ativa (coleta de dados manual) nos livros de registro e dos laudos histopatoldgicos de
biopsias do LPV-UFMT e das fichas clinicas dos pacientes atendidos no Hospital Veterinario (HOVET),
constavam diagndsticos morfoldgicos de neoplasias mamarias benignas, malignas e ou ambas em um
mesmo caso; porém considerado o neoplasma mais agressivo,o0 animal foi tratado apenas por cirurgia (sem
guimioterapia ou radioterapia pré ou pds mastectomia); e apresentassem nas suas respectivas fichas o
contato do seu proprietario e dados clinicos completos. Inicialmente, foram identificados N=748 casos de
neoplasias mamarias, incluso benignos e malignos, de cdes e gatos, fémeas e machos assistidos. Os critérios
de exclusdo incluiram: pacientes com nimeros telefénicos inexistentes, ndo sendo possivel realizar contato
para estabelecer estddio de vida, casos que ndo possuiam mais fichas no arquivo, machos de cdes e gatos
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foram excluidos, bem como gatos do sexo feminino. Um total de 111 cadelas com tumores mamarios foram
incluidos neste estudo para analise de IHQ.

Tempo de sobrevida. O inicio do tempo de sobrevida foi considerado como a data do diagnéstico
da doenca (data de liberagdo do laudo histopatoldgico). Para a andlise de sobrevida, foram considerados
os 6bitos ocorridos até o final do seguimento do estudo (junho de 2018), em decorréncia do neoplasma de
mama ou senilidade. Através de questionarios por contato telefénico com o tutor. Ndo foram realizados
necropsias nos pacientes assistidos.

CONCLUSAO

Devido a ndo realizacdo dos escores de estrogénio e E-caderina, passando para a segunda parte
da confecgdo desse artigo por completo, torna-se incompleto resultados para melhores discussGes para
com os que sdo publicados. Porém é perceptivel ja a alta taxa de ébito com varivaveis clinicas ja citadas e
principalmente a importancia desses, para com as mascagdes em analises imunohistoquimicas, que ainda
sdo um desafio para medicia veterindria devido o alto custo e a propria padronizagdo para os casos. Nota-
se a improtancia da continuidade de analises tumorais com essa metodologia de diagndstico para melhor
progndstico e tratamento terapéutico do paciente.
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Fig.1. Marcagdo para expressdo de estrégeno. Canino. Mama. A- Carcinoma complexo em mama,
marcagGes de intensidade forte; B- Canino. Mama. Carcinossarcoma, negativo para estrégeno; C- Canino.
Carcinoma Complexo. Detalhes da marcagdo nuclear. D- Canino. Mama. Carcinoma em Tumor Misto com
marcacGes menos intensas em nucleo celular.
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