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EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DA COX-2 E c-KIT EM NEOPLASIAS
MAMARIAS DE CADELAS

RESUMO - A neoplasia mamaria € o tumor mais frequente nas cadelas e seu
comportamento biolégico assemelha-se com o que ocorre nas mulheres, com isso
as cadelas podem ser um excelente modelo natural para estudos em oncologia
comparada. A descoberta de proteinas com valor preditivo € importante como alvos
terapéuticos especificos para cada tipo de cancer. Os objetivos deste estudo foram
avaliar a expressao génica e proteica de COX-2 e c-KIT em mamas normais, lesdes
benignas, carcinomas mamarios n&do metastaticos e carcinomas metastaticos de
cadelas e correlaciona-las com as variaveis clinicas e epidemioldgicas. Para tanto
foram utilizadas 124 cadelas portadoras de lesbes mamarias e 13 cadelas sem
lesbes mamarias. Foram formados quatro grupos: G1= mamas normais; G2 = lesdes
mamarias benignas; G3 = carcinomas mamarios ndo metastaticos e G4= carcinomas
mamarios metastaticos. A analise de expressao génica foi realizada pelo método de
RT-gPCR e de imunomarcagao pelo método de imuno-histoquimica. Foi verificada
diferenga no nivel de transcritos do gene COX-2 nas mamas normais e nos
carcinomas metastaticos (p < 0,05) quando comparado com as amostras dos quatro
grupos. Na andlise do c-KIT nao foi verificada diferenca estatistica do nivel de
transcritos entre os quatro grupos. Na imunomarcagéo, quando avaliado o escore
final dos grupos na expressao de COX-2 e c-KIT foi observada diferenga significativa
entre os grupos com p=0,0002 e p=0,0003, respectivamente. A alta expresséao de c-
KIT ocorreu principalmente nas mamas normais, havendo uma diminuicdo da
expressao do c-KIT com o aumento da malignidade do tecido. O contrario foi
observado para a imunomarcagao da COX-2 visto que a expressao aumentou com a
malignidade do tecido. O marcador COX-2 pode ser um bom indicador prognéstico e
preditivo nas neoplasias mamarias de cadelas, porém o c-KIT n&o pode ser utilizado
como marcador independente.

Palavras-chave: cancer, mama, COX-2, c-KIT e fator preditivo.
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GENE AND PROTEIN EXPRESSION COX-2 AND C-KIT IN CANINE MAMMARY
TUMORS

ABSTRACT — Mammary tumors is the most frequent neoplasm in bitches and its
biological behavior is similar to those that occur in womens, making bitches an
excellent model to comparative studies. Discovery of proteins with predictive value is
important to determine specifi therapeutic targets for each tumor type. The aims of
this study were to evaluate gene and protein expression of COX-2 and c-KIT in
normal mammary glands, benign lesions and mammary carcinomas with and without
metastasis to correlate then with clinical and epidemiological variables. To this, were
used 124 bitches with mammary lesions and also 13 bitches with no history of
mammary tumors. Four groups were formed: G1 = normal mammary glands; G2=
benign lesions; G3= non-metastatic mammary carcinomas and G4= metastatic
mammary carcinomas. Gene expression analysis was conducted by RT-gPCR
method and protein expression was assessed by immunohistochemistry. Difference
on transcripts COX-2 level was observed in normal mammary glands and metastatic
carcinomas (p<0.05) when compared to other groups. In c-KIT evaluation no
difference on transcripts level was observed among groups. The immunostaining for
COX-2 and c-KIT among the four groups was significantly different (p=0.0002 and
p=0.0003, respectively). High expression of c-KIT was observed mainly in normal
mammary glands with a decrease in its expression to malignant tissues. The
opposite was observed in COX-2 immunostaining and its expression increased in
malignant samples. COX-2 can be a good prognosis and predictive marker in canine
mammary tumors, however c-KIT cannot be used as an independent marker.

Keywords : cancer , breast cancer, COX - 2, ¢ - KIT and predictive factor.
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1. INTRODUGAO

Os tumores de mama sdo os mais prevalentes tanto nas cadelas (PHILIBERT et
al., 2003; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009; CASSALI et al., 2011; HENRY, 2013)
quanto nas mulheres (INCA, 2013), apresentando uma incidéncia trés vezes maior
na cadela (RAHAL et al., 1995; SORENMO, 2003; LORENZOVA et al., 2010) do que
na mulher. Estima-se que no Brasil a incidéncia de tumores de mama malignos
caninos seja superior a 70% (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010;
RAPOSO et al., 2012), sendo maior que nos Estados Unidos da América, cuja
incidéncia descrita é de 50% (MISDORP, 1999; SORENMO, 2003).

Os tumores mamarios em caes servem como modelos apropriados e validos para
o estudo da biologia do cancer, assim como para testes de agentes terapéuticos, ja
que animais de estimagdo tém tumores com apresentagcdo histopatologica e
comportamento biolégico similares aqueles que acometem os seres humanos
(ANDRADE et al., 2010; CASSALLI, et al., 2011; KLOPFLEISCH et al., 2011).

Além disso, é valido salientar que na instituicdo na qual este trabalho foi
desenvolvido, ocorrem em média quatro mastectomias por semana, totalizando
aproximadamente 200 mastectomias/ano. O impacto econdmico gerado por esta
neoplasia esta em torno de 120 mil reais/ano. Os animais de estimacao representam
um valioso mercado para varios segmentos de negdécios: Pet Food (alimento), Pet
Vet (medicamentos veterinarios), Pet Serv (servigos e cuidados com os animais), e
Pet Care (equipamentos, acessorios e produtos para higiene e beleza).Calcula a
Associacao Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacao (Abinpet)
que o Brasil faturou R$ 15,4 bilhdes em 2013. Um aumento de 8,3% em relagéo a
2012, permanecendo em segundo lugar em nivel mundial, atras dos Estados
Unidos. Em termos de mercado doméstico, quanto a populagdo de animais de
estimacao, o Brasil se classifica em quarto lugar no ranking mundial.

Os mecanismos moleculares envolvidos no processo carcinogénico e mecanismo
de metastase nao sdo completamente elucidados (KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009).
Pesquisas recentes sobre determinantes genéticos de metastases identificaram
conjuntos de genes ou “assinaturas”, para as quais as expressdes de tumores
primarios estejam associadas com alto risco de metastases e baixa sobrevida
(GUPTA et al., 2007; KLOPFLEISCH et al., 2011).
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Dentre os marcadores tumorais em evidéncia nos protocolos de pesquisa se
encontra a ciclooxigenase-2 (COX-2), que vem mostrando associagdo com 0s
marcadores pré-estabelecidos, tanto como fator preditivo quanto progndstico na
carcinogénese mamaria (PEREIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2009; DE NARDI,
2013 ). Ja o proto-oncogene c-KIT pode estar correlacionado com o controle do
crescimento e da diferenciacdo do epitélio mamario normal na mulher. A sua
supressdo ocorreira numa fase precoce da transformagdo maligna do epitélio
mamario humano e pode indicar uma mudanca no sinal de transdugao em relacao a
transformagéao maligna no cancer de mama (MUNDIM; LOGULLO, 2009).

Em vista do potencial terapéutico de bloqueio destas proteinas em outras
neoplasias do cao (mastocitomas/GIST) e no tumor de mama (COX-2), o presente
trabalho objetivou avaliar a expressdo génica e proteica de COX-2 e c-KIT em
tumores mamarios de cadelas, a fim de verificar a participacdo destas proteinas

nesta doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Neoplasias mamarias caninas

No Brasil, os tumores mamarios sao as neoplasias mais comuns das cadelas,
constituindo cerca de 50% do total de neoplasias desta espécie afetando um macho
para cada 99 fémeas (ANDRADE et al., 2010). A ocorréncia dos tumores de mama
em cadelas aumenta a partir dos seis anos de idade, sendo raro em animais com
menos de dois anos. A faixa etaria de ocorréncia dos tumores mamarios € de nove a
11 anos (DE NARDI et al., 2009).

As ragas que se observa maior incidéncia dos tumores de mama sao Poodle,
Pastor Alemao, Cocker Spaniel, além dos caes sem racga definida (SRD). A
incidéncia de tumores malignos € diferente em caes de ragas de pequeno porte
quando comparada as ragas de grande porte, sendo maior nestes ultimos (DE
NARDI et al., 2009).

Em geral, os tumores mamarios podem ser de tamanhos variados, de milimetros
de diametros a grandes massas. Ainda € possivel encontrar tumores multiplos e em

ambas as cadeias mamarias (DE NARDI et al., 2009).
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O estadiamento clinico das neoplasias mamarias € importante como indicador de
prognostico e na definicdo sequencial do tratamento (LANA, et al. 2007).
Atualmente, a maioria dos oncologistas utiliza uma versdo modificada do sistema
originalmente proposto por Owen (1980), e que permite classificar a progresséao da
doenca em 5 fases, avaliando o tamanho do tumor primario (T), o comprometimento
dos linfonodos regionais (N) e a presenga ou auséncia de metastase a distancia (M).
O estadio | representa os tumores menores que 3 cm e auséncia de metastases em
linfonodos e a distancia, o estadio Il classifica os tumores de 3 a 5 cm e auséncia de
metastases regionais e a distancia, o estadio Il refere-se aos tumores com
tamanhos superiores a 5 cm e com auséncia de metastases em linfonodos regionais
e a distancia, o estadio IV sdo tumores de qualquer tamanho, com metastase em
linfonodos regionais e sem metastase a distancia e o estagio V refere-se a qualquer
tamanho tumoral, com presenca ou auséncia de metastase em linfonodos e
presenca de metastase a distancia. Este sistema s6 se aplica a tumores epiteliais
(excluindo o carcinoma inflamatorio) (SORENMO et al., 2013).

Os principais 6rgaos acometidos pela disseminacdo deste tipo tumoral sao
linfonodos regionais (inguinais superficiais e axilares), pulméo, e com menor
frequéncia, rim, figado, bago, pele, glandulas adrenais, encéfalo, olhos e esqueleto
(PEREZ ALENZA et al., 2000, DE NARDI et al., 2009). A disseminagdo dos
carcinomas primarios da mama ocorre preferencialmente por via linfatica em
cadelas, mas podem ocorrer também por via hematégena (GUPTA et al., 2007; DE
NARDI et al., 2009; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009).

Os tumores mamarios em caes servem como modelos apropriados, e validos, ao
estudo da biologia do cancer, assim como para testes de agentes terapéuticos, ja
gue animais de estimagao apresentam tumores com apresentacao histopatologica e
comportamento biolégico similares aqueles que acometem os seres humanos
(ANDRADE et al., 2010).

2.2 Marcadores tumorais
Ha uma busca continua para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no
processo de desenvolvimento de tumores mamarios caninos e, também, para a

identificacdo de fatores progndsticos que possam prever a evolucdo desta
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enfermidade em cada paciente (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; ZAIDAN-DAGLI,
2008).

Além dos tratamentos convencionais, a evolugdo na genética molecular
permitiu o desenvolvimento de novos protocolos de tratamento para muitos tumores.
Dentre estas terapias, a utilizagado de farmacos alvo moleculares, como os inibidores
de tirosina quinase e os inibidores de COX-2 tem sido amplamente estudados como
marcadores, tanto como fator preditivo quanto prognéstico na carcinogénese
mamaria (SOTANI et al. 2008; LONDON, 2009; PEREIRA et al., 2009; YAMADA et
al. 2011).

2.3 COX-2

As cicloxigenases sdo0 enzimas responsaveis pela ciclooxigenagdo e
peroxidacdo do acido aracdbdnico proveniente da membrana celular, levando a
formacéao de prostaglandinas (HAYES, 2007).

A cicloxigenase-1 (COX -1) é expressa apenas constitutivamente e esta
relacionada a homeostase do individuo, tais como, a protecdo da mucosa gastrica,
melhora da perfusdo renal e agregagao plaquetaria (MOHAMMED, 2004;
CLIFFORD, 2005).

A cicloxigenase-2 (COX-2) é uma enzima induzida e sintetizada em processos
inflamatorios e neoplasicos (GROOT, 2007; MOHAMMED, 2004). Alguns estudos
demonstraram que a COX-2 pode ser induzida pelos oncogenes RAS e SCR,
hipdxia tecidual, raios ultravioletas, interleucinas, andrégenos, fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de necrose tumoral (TNF-a) e benzopirenos (HAYES, 2007).
Alguns estudos foram realizados correlacionando o desenvolvimento e progressao
de alguns tipos de neoplasias com a presengca da COX-2 nas células tumorais
humanas e animais (KANAOKA, 2007; LLORET, 2008).

A descoberta da correlacdo entre a COX-2 e o cancer ocorreu a partir de
observacdes de que pacientes que usaram anti-inflamatérios nédo esteroidais para
alivio da dor em casos de tumores gastrointestinais apresentaram regressao do
tumor (HAYES, 2007). Em outros estudos foi observada uma diminuigédo de 40-50%
do risco de desenvolvimento de cancer de célon e reto em pessoas que usavam
regularmente anti-inflamatérios nao esteroidais (HAYES, 2007; GROSCH, 2006).
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A COX-2 e seus produtos estdo relacionadas com a inibicdo da apoptose,
diminuicdo da adesdo celular, destruicdo da membrana basal, estimulo da
proliferagao celular e angiogénese, e manutengao da resposta inflamatéria, que, por
sua vez, contribui para a carcinogénese (COSTA et al., 2002; CASSALI et al., 2011).
Varios mecanismos foram propostos para explicar a relacdo entre a expressao de
COX-2, o aumento da produgdo de prostaglandinas nas células tumorais e o
processo de carcinogénese.

A diminuicdo da apoptose devido ao aumento da expressdo de COX-2 nas
células neoplasicas, faz com que aumente o tempo de vida das células e favoreca o
acumulo de mutagdes genéticas sucessivas, contribuindo para a progressao do
tumor (KANAOKA, 2007).

Em um estudo realizado por Souza et al. (2009), observou-se melhoria da
condicdo e estabilidade clinica de cadelas com carcinoma inflamatorio mamario
tratadas com piroxicam, com média e mediana de sobrevida livre de progresséo da
doenca de 171 e 183 dias, respectivamente. O tempo médio de sobrevida de trés
caes tratados com protocolos baseados com doxorrubicina foi de sete dias, o qual foi
significativamente menor do que a dos caes tratados com o piroxicam (185 dias ).

A superexpressao de COX-2 também esta relacionada com o aumento na
expressdo de fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e
consequentemente com o processo de angiogénese, que € considerado um
mecanismo fundamental para o desenvolvimento tumoral, uma vez que contribui
para a nutricdo das células neoplasicas, e € uma importante via para disseminagao
metastatica (GROOT, 2007; KANAOKA, 2007). Uma correlacdo positiva foi
demonstrada entre a expressdo de COX-2 e de VEGF em tumores de mama em
humanos (GROOT, 2007).

Em um estudo de Kanaoka et al. (2007) foi demonstrado que o aumento na
expressao de COX-2 esta relacionado ao aumento na atividade de determinadas
proteinas, como as metaloproteinases, enzimas responsaveis pela digestdo do
colageno na matriz intercelular, permitindo o rompimento das barreiras e invasao
tecidual. No estudo de cancer de célon em humanos, foi observado que células que

expressavam maior quantidade de COX-2 apresentavam maior potencial de invasao
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celular e metastase quando comparadas com células que expressavam uma menor
quantidade desta enzima (GROOT, 2007).

O sistema imune tem papel fundamental no controle do desenvolvimento de
células neoplasicas. Em situagdes normais, o organismo é capaz de destruir clones
de células transformadas ou combater células tumorais ja formadas. A expressao de
COX-2, e a consequente producdo de prostaglandinas, leva a supressdo na
producao de linfocitos B e T, diminuicdo na producao de linfocinas, diminuicdo na
formacao de células Natural Killers, inibicao da liberagao de interleucinas resultando
na sintese de células T ndo responsivas. Toda essa falha no sistema imunolégico
favorece o desenvolvimento tumoral (KANAOKA, 2007).

Guimaraes et al. (2013) realizaram um estudo com 43 tumores de mama em
cadelas, observando que a imunomarcacdo de COX-2 e EGFR foi correlacionada
com o tamanho do tumor, indice mitdtico, grau nuclear, grau histolégico de
malignidade e metastase linfonodal. Estes autores sugeriram ainda que a utilizagéo
combinada de inibidores seletivos da COX - 2 e EGFR pode ser uma abordagem util
para o tratamento dos tumores mamarios malignos em cadelas.

Varios estudos descrevem uma relacido entre o aumento da imunomarcacéo da
COX-2 em carcinomas mamarios nao metastaticos e metastaticos (DE NARDI et al.,
2013) e quando comparados com lesdes benignas e mamas normais em cadelas
(DE NARDI et al, 2013; PEREIRA et al., 2009). Em seres humanos, varios estudos
reportam elevados niveis de COX-2 em cerca de 40 a 50% dos carcinomas de
mama invasivos. Esta super expressao aparece particularmente em carcinomas
ductais in situ, lesdes consideradas precursoras dos tumores de mama invasivos. A
expressao de COX-2, nos tumores de mama humano, parece estar correlacionada
com um menor tempo de sobrevida livre de doenga e pior prognéstico (HWANG et
al., 1998; ARUN et al., 2004).

Em estudo realizado por LAVALLE et al. (2009), cadelas com neoplasia mamaria
e com alta expressao de COX-2 tiveram tempo de sobrevida menor, o que também
foi verificado por QUEIROGA et al. (2007), que observaram que o aumento da
expressao de COX-2 estava relacionada com tempo livre de doenga e sobrevida

global reduzidos em caes com tumores mamarios malignos.



24

24 cKIT

A proteina c-KIT (CD 117) é uma tirosina quinase transmembrana que atua como
receptor para o fator de crescimento de mastocitos (também chamado “stem cell
factor” ou “Kit ligant”). Quinases sdo membros de uma grande familia de proteinas
que desempenham papéis importantes no processo de sinalizagao e controle do
crescimento celular. Diversos tipos de neoplasias contém mutacdes especificas em
genes que codificam proteinas quinases e sédo provavelmente responsaveis por
eventos oncogénicos primarios. Essas mutagdes resultam na produgcdo de uma
proteina quinase ativada que n&o € mais sensivel aos sinais inibitérios habituais e a
sinalizacao constante de tais proteinas estimula a proliferagao celular, ativa cascatas
anti-apoptéticas e a oncogénese. (WILLMORE-PAYNE, 2005; JUNG, 2010).

Além de estarem envolvidos no ciclo celular normal, os receptores de tirosina
quinase tém participacdo fundamental no processo neoplasico. A mutacdo nos
proto-oncogenes que codificam estes receptores, ou a superexpressao desses tem
como consequéncia um descontrole no envio de sinais para proliferagdo celular que
€ fundamental para o desenvolvimento neoplasico (LONDON, 2009; JARK et al.,
2012). Além disto, estes receptores estdo envolvidos na angiogénese (através do
VEGFR, PDGFR), a qual se mostra importante para a nutricdo das células
neoplasicas e uma via para a disseminagao de metastases (THURSON et al., 2004).

O receptor c-KIT é expresso por um numero limitado de células no céo e no gato,
com uma distribuicdo comparavel a dos mastoécitos nos tecidos humanos. Ele esta
localizado nas células intersticiais de Cajal, nas células de Purkinje, no endométrio e
nas células epiteliais (ductos e acinos) da glandula mamaria dos caes e humanos.
De um modo geral, no tecido mamario normal a presenca da proteina do c-KIT
correlaciona-se com o controle do crescimento celular e a diferenciagcao do epitélio
mamario normal (MUNDIM; LOGULLO, 2009; NAVEGA, 2011). A sua supressao
ocorreira numa fase precoce da transformag¢ao maligna do epitélio mamario humano
e pode indicar uma mudanga no sinal de transdugcdo em relagdo a transformacao
maligna no cancer de mama (MUNDIM; LOGULLO, 2009).

Alguns estudos observaram que os tumores gliais em humanos que
apresentavam positividade na imunomarcagao para o c-KIT estava relacionado com

aumento do grau de malignidade e com a diminuicdo do tempo de sobrevida.



25

Estudos pré-clinicos e clinicos indicaram que os inibidores do receptor da tirosina
quinase, tais como o imatinib, podem ser utilizados como terapia alvo molecular em
gliomas humanos (MORRIS; ABREY, 2010).

Embora a fungdo da expressdo do c-KIT no desenvolvimento do cancer de
mama ainda seja desconhecido, alguns estudos sugerem que existe uma importante
funcdo deste proto-oncogene durante a proliferagdo celular. Os tecidos mamarios
normais (ndo-neoplasicos) e os tumores benignos apresentam alta imunomarcagao
do c-KIT. Em contrapartida, a imunomarcacéo do c-KIT se torna reduzida com o
aumento da malignidade do tumor e com a presenca de metastases em linfonodos e
a distancia. A expressao do c-KIT em tecido mamario normal sugere que a
proliferacdo ou diferenciagcdo das células mamarias deve ser regulada pela via de
sinalizagdo do c-KIT (KO et al., 2003; POLAT, 2007). E possivel que uma
significativa reducdo da expressao do c-KIT permita que as células potencialmente
malignas possam escapar desse mecanismo regulatério (KO et al., 2003; TSUTSUI,
2006; POLAT, 2007).

Em estudos realizados em mulheres foi observado que o c-KIT é fortemente
expresso no epitélio mamario normal, variavelmente expresso em lesdes benignas
de mama, e fracamente expresso em lesées malignas. Estes dados sugerem que o
c-KIT pode desempenhar um papel na progressdao do cancer de mama e,
consequentemente, tém importancia no diagndstico, progndstico e implicacdes
terapéuticas (MIETTINEN; LASOTA, 2005; YARED et al., 2004).

Assim, pode-se inferir que o proto-oncogene c-KIT parece estar envolvido em
uma fase inicial do desenvolvimento do cancer de mama em humanos (POLAT,
2007). O receptor de tirosina quinase KIT representa um dos maiores exemplos da
participacao destes receptores no desenvolvimento de neoplasias em caes. Apds a
descoberta da participacédo dos receptores de tirosina quinase no processo de
carcinogénese, um grande esfor¢co esta sendo direcionado no desenvolvimento de
estratégias para inibir estes receptores, tanto nas células cancerigenas como no
endotélio vascular, com o intuito de inibir a angiogénese (ARGYLE, 2007; RANIERI,
et al., 2013).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar a expresséo génica e proteica da COX-2 e c-KIT em carcinomas de
mama nao metastaticos e metastaticos, tumores benignos e tecido mamario normal

de cadelas correlacionando-os com a evolug¢ao tumoral.
3.2 Objetivos especificos

e Verificar a expressao génica de COX-2 e c-KIT nos diferentes grupos tumorais, a
fim de correlaciona-las com a imunomarcacéao das proteinas;
e Avaliar a expressdao génica e a imunomarcagdo da COX-2 e c-KIT e

correlaciona-las com as variaveis clinicas e epidemioldgicas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

O presente estudo teve parecer favoravel do Comité de Etica no Uso de
Animais (n. 013351/12— CEUA) e foi composto por 124 cadelas portadoras de
tumores mamarios, sem predilecao por raga e idade, provenientes da casuistica do
HV da FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP. Como controle foram utilizados fragmentos de
mamas sem alteragdes histopatologicas de 13 cadelas sem historico de neoplasia
mamaria que foram eutanasiadas no Centro de Zoonoses da cidade de Aracgatuba,
SP, devido ao diagnéstico de leishmaniose.

A inclusdo dos animais foi condicionada ao consentimento livre e esclarecido
de seus proprietarios. Alguns proprietarios ndo souberam responder alguns quesitos
do questionario e, por isso, determinadas perguntas ndo foram respondidas em
todos os casos. ApoOs esclarecimento sobre o protocolo experimental e a
concordancia dos proprietarios, as cadelas passaram pelo atendimento inicial no
Servico de Oncologia Veterinaria (SOV) da FCAV.

Para o monitoramento da evolugdo clinica das cadelas foram aplicados
questionarios aos proprietarios (Apéndice A), contendo perguntas sobre dados
epidemioldgicos e reprodutivos, além do endereco e telefones de contato. O objetivo

deste questionario foi de padronizar as informagdes levantadas no momento do
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diagnostico e obter uma lista de cadastro dos proprietarios que possibilitasse o
acompanhamento do animal apds a mastectomia por um periodo de dois anos.

O tempo de sobrevida foi contado do momento do diagndstico até a ultima
consulta do animal ou até a morte devido a progressado da doenga. A recidiva foi
definida como a ocorréncia de outra neoplasia mamaria apos a cirurgia, sendo esta
no mesmo local cirdrgico ou no parénquima mamario remanescente. Nao foi
considerado como recidiva o aparecimento de novos ndodulos na cadeia

contralateral.

4.1.1 Amostras tumorais

Amostras de tumores mamarios foram coletadas imediatamente apds a
mastectomia. Nos animais em que a realizagao da cirurgia ndo era possivel devido a
extensdo da doenga (metastase) foi realizado bidpsia incisional. Nenhum dos
animais recebeu tratamento quimioterapico previamente a cirurgia.

De cada tumor foi colhido um ou mais fragmentos de 1 cm?® os quais foram
acondicionados em criotubo estéril, livre de RNAse e DNAse, previamente
autoclavado e mantido em nitrogénio liquido a -196°C e posteriormente, armazenado
em freezer a -80°C até o momento do processamento. Outro fragmento de cada
tumor foi armazenado em formalina 10% durante 24 horas e, em seguida, passado

para o alcool 70% para analise histopatolégica e imuno-histoquimica.

4.1.2 Amostras controle
Foram coletadas amostras de mamas normais no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Aragatuba-SP e foi realizado o mesmo procedimento das

amostras tumorais.

4.2 Divisao dos grupos

As pacientes com tumores mamarios foram distribuidas em quatro grupos, de
acordo com o diagnéstico histopatologico e presenca ou auséncia de metastases,
sendo o grupo 1 (G1) composto por 13 mamas normais, o grupo 2 (G2) por 30
lesdes mamarias benignas, o grupo 3 (G3) por 71 carcinomas mamarios nao
metastaticos e o grupo quatro (G4) por 23 carcinomas mamarios metastaticos. O

grupo das lesdes benignas (G2), foi composto por 11 cadelas que continham apenas
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lesbes benignas e 19 cadelas que continham lesdes benignas e carcinomas. No
entanto, durante a avaliagao estatistica dos dados clinicos e epidemiologicos para o
grupo G2, foram consideradas as 11 cadelas que apresentavam apenas lesbes
mamarias benignas. Para avaliacdo da expressao génica e proteica da COX-2 e c-
KIT foram avaliadas as lesbes mamarias com um todo.

A avaliagéo por imuno-histoquimica das proteinas COX-2 e c-KIT foi feita nos
quatro grupos, no entanto o numero de amostras de cada grupo variou entre as
proteinas apds o processamento das amostras. Para expressao génica de COX-2 e
c-KIT foram utilizadas amostras congeladas cujo numero também variou entre os
genes, pois as amostras que nao apresentaram estabilidade e resultados confiaveis
foram retiradas das analises. O numero de amostras para cada grupo esta descrito

na tabela 1.

Tabela 1: Numero de amostras dos grupos 1, 2, 3 e 4 para imuno-histoquimica (IHQ)
e expressao génica de COX-2 e c-KIT.

EXPRESSAO EXPRESSAO
GRUPO IHQ - COX-2 IHQ- c-KIT GENICACOX-2  GENICA c-KIT
1 8 9 5 9
2 28 23 5 7
3 60 64 7 14
4 23 22 8 10

IHQ: Imuno-histoquimica; grupo 1: mamas normais, grupo 2: lesdes benignas, grupo
3: carcinomas ndo metastaticos e grupo 4: carcinomas metastaticos.

4.3 Avaliagao clinica das pacientes

Os animais foram caracterizados quanto aos parametros clinicos, tais como,
idade, raca, tamanho tumoral, status nodal (presenca ou auséncia de metastase em
linfonodo), status reprodutivo (castradas ou ndo castradas), presenca ou auséncia
de ulceragdo, recidiva, uso de contraceptivos, presenga ou auséncia de
pseudociese. Os parametros histopatoldgicos avaliados foram o tipo histolégico e o
grau de malignidade do tumor, de acordo com Cassali et al., (2011) e Nottingham
modificado por Elston e Ellis (1998), respectivamente.

A avaliacéao clinica das pacientes atendidas no SOV foi realizada por meio de
exame fisico das mamas, sendo avaliado o tamanho da massa tumoral com um
paquimetro, aspecto macroscépico como consisténcia, presengca ou auséncia de

aderéncia a musculatura, ulceragao, secrecao da glandula mamaria e inflamagao.
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4.3.1 Estadiamento Clinico
O estadiamento modificado baseou-se nos critérios descritos previamente
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e modificado por Lana et al. (2007) no
sistema TNM que tem por objetivo avaliar o tamanho do tumor primario (T), o
comprometimento dos linfonodos regionais (N) e a presenga ou auséncia de
metastase a distancia (M) (LANA et al., 2007) (Tabela 2).

Tabela 2. Estadiamento modificado das neoplasias mamarias de cadelas segundo
os critérios descritos por Lana et al. (2007).

Estadio Tumor Linfonodo regional Metastase
(T) (N) (M)
I T1<3cm NO MO
Il T2 3-5¢cm NO MO
1] T3 > 5cm NO MO
v Qualquer T N1 MO
V Qualquer T Qualquer N M1

T: tamanho do tumor. NO: auséncia de metastase em linfonodo regional, N1:
presenca de metastase em linfonodo regional, MO: auséncia de metastase a
distancia, M1: presenca de metastase a distancia.

4.3.2 Exames de imagem

Foi realizado em todas as pacientes, radiografia de térax em trés
projecdes, ventro-dorsal (VD), latero-lateral direito (LLD) e Ilatero-lateral
esquerdo (LLE) e ultrassonografia abdominal para constatagdo de possiveis

metastases, principalmente em pulmao, figado e baco.

4.3.3 Exames laboratoriais e cirurgia

Foi avaliado também o estado geral destas pacientes, por meio da avaliagéao
do hemograma, perfil bioquimico para analise sérica da funcao renal através da
dosagem de creatinina e uréia, e para avaliacdo da funcdo hepatica, fosfatase
alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), calcio, fésforo, albumina e proteinas
totais.

As pacientes foram submetidas a mastectomia unilateral e nos casos de
nodulos em ambas as cadeias mamarias, a cirurgia foi realizada em duas etapas,
com intervalo de 40 dias entre elas. Na presenca de metastase a distancia no

momento do diagndstico, foi realizada apenas nodulectomia para fins de diagnéstico
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do tumor e para promover qualidade de vida as pacientes, nos casos de tumores
ulcerados.

Também foi realizada a exérese de linfonodos regionais, ou seja, o inguinal e,
nos casos de aumento de volume, o axilar também foi removido para avaliacédo
histopatologica de metastase. Assim, foi determinado o TNM e estadiamento clinico
da neoplasia de cada paciente. Na presenca de mais de um nddulo na cadeia
mamaria comprometida, foi considerado para a realizagdo deste estudo o tumor de
pior prognéstico, o qual foi baseado no estadiamento do tumor, tipo e grau
histolégico.

Os dados clinicos das pacientes dos grupos 2, 3 e 4 como raga, idade, status
reprodutivo, pseudociese e uso de contraceptivos estdo mostrados no Quadro 1
(Apéndice B). Os parametros clinicos referentes a recidiva, ulceragdo e tamanho
tumoral, status nodal e tratamento dos animais dos grupos 3 e 4 estdo no Quadro 1
(Apéndice C).Os dados de tipo histolégico, grau de malignidade e estadiamento
clinico das pacientes dos grupos 3 e 4 estdo apresentados na Quadro 1 (Apéndice
D).

4.3.4 Seguimento clinico

As pacientes submetidas a tratamento quimioterapico foram reavaliadas
durante os retornos para a administracdo do farmaco e, ao término do tratamento a
cada trés meses. As pacientes que nao tinham indicagao a quimioterapia adjuvante
ou cujo proprietario ndo concordou em sua realizagao, foram reavaliadas a cada trés
meses. Nas reavaliagdes foram realizados exame e ultrassonografico de abdome e
avaliagao laboratorial, tais como descrito anteriormente. As pacientes do presente

estudo tiveram um seguimento clinico minimo de seis meses.

4.4 Macrodisseccgao e extragao do RNA

As amostras de tecido congelado dos quatro grupos foram seccionadas com o
auxilio de um criostato (Leica) através de cortes de congelamento sequenciais de 5
pm. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e posteriormente
analisadas em microscoépio de luz (Leica). Para a composi¢cao dos grupos 3 e 4
foram selecionadas as amostras que continham mais de 80% de células

neoplasicas.
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As amostras foram submetidas a clivagem utilizando-se tubos com bids
magnéticos no equipamento Precellys R (BioAmerica Inc, Florida, EUA). Em seguida
procedeu-se extragdo do RNA através do protocolo de Trizol® (Invitrogen), conforme
protocolo do laboratério Neogene, Departamento de Urologia, FMB, Unesp
Botucatu/SP.

A concentragdo e a pureza do RNA foram avaliadas pelo espectrofotometro
(Nanodrop™ ND-8000, Thermo Scientific), enquanto a integridade do RNA foi

avaliada pelo equipamento Bionalyzer kit para RNA 6000 Nano Series (Agilent).

4.5 Transcrigao reversa

Para eliminar qualquer contaminagdo com DNA gendmico, o RNA total
extraido foi tratado com DNAse. A transcricdo reversa do RNA para cDNA foi
realizada com 1 ug de RNA total e com a enzima Super-script III™ Reverse
Transcriptase (Life Technologies). Para este protocolo utilizou-se 1 yL de oligodT
(500 pg/mL), 1 uL de random primers (100 ug/mL) e 1 uyL de dNTP. A mistura foi
aquecida a 65°C por 5 minutos e a seguir, foram adicionados 4 pyL de tampao de
transcricdo 5x, 1 uL de DTT 0,1M e, por ultimo, foi acrescido 1 uL da enzima Super-
script Ill (200U/ pL) e realizada a incubagao a 25°C durante 5 minutos, 50°C por 1
hora e meia, e finalmente 70°C por 15 minutos. Ao final da transcricdo, o cDNA foi
mantido a -20°C.

4.6 Analise da expressao génica

Foram testados cinco genes de referéncia candidatos a normalizadores
(RPS5, RPS19, RPL8, HPRT e ACTB), os quais ja haviam sido estudados
anteriormente (BRINKHOF et al., 2006). Para a realizagcdo do pré-teste foram
utilizadas amostras de carcinomas mamarios (10 de 34) e amostras de mamas
normais caninas (3 de 10), as quais apresentavam maior quantidade e melhor
qualidade de RNA. Os seis genes avaliados demonstraram boa estabilidade (M) de
expressao para os transcritos testados, segundo o coeficiente de estabilidade de
expressao abaixo do limiar de 1,5 sugerido pelo programa geNorm.

O coeficiente de estabilidade de expressao (M) é determinado a partir de dois
genes de referéncia considerados ideais por possuirem razdes de expressao

idénticas em todas as amostras analisadas. O programa geNorm avalia a razdo de
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expressao de cada gene de referéncia em relacdo aos demais sempre aos pares,
permitindo a exclusdo dos transcritos menos estaveis (VANDESOMPELE et al.,
2002).

Nesta analise, o gene RPS5 apresentou expressao mais estavel (M= 0,430),
enquanto o gene RPL8, mostrou ser o menos estavel (M= 0,537). Assim, o programa
geNorm indicou o uso do RPS5, RPS19 e do ACTB como os melhores genes de
referéncia para a normalizagdo da expressdo dos genes alvos nos carcinomas
mamarios (Figura 1).

Os genes referéncia foram também estimados pelo calculo do desvio padrao
(valor ideal <0,150) da relagdo dos fatores de normalizagdo com a adigdo de um
novo transcrito ao grupo prévio (Figura 2).
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Figura 1. Média do coeficiente de estabilidade de expressao (M) dos
genes de referéncia.
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Apos a selecdo dos trés genes referéncia mais estaveis RPS5, RPS19 e
ACTB, minimo proposto por Vandesompele et al. (2002), todas as amostras foram
analisadas para os genes alvos. A eficiéncia dos genes alvo (COX-2 e ¢c-KIT) e dos
genes endogenos selecionados foram de 100%.

A seguir, foi estabelecido o QR das amostras para cada gene alvo, obtido
pela analise do RT-qPCR. As amostras que n&o apresentaram resultados confiaveis
para cada gene alvo testado foram excluidas da analise final e devido a isso o

numero de amostras nos grupos de expressao génica é diferente.
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Figura 2. Determinacdo do numero adequado de genes de
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Os oligonucleotideos iniciadores utilizados no flanquamento da amplificagao

dos fragmentos dos genes que foram utilizados neste experimento (COX-2 e c¢-KIT)

foram desenhados e para todos utilizou-se o software Primer Express 2.0 (Applied

Biosystems). Foram realizadas reagbes com genes endoégenos ou normalizadores e

com os genes alvo para validacdo do oligonucleotideo iniciador. Os genes de
referéncia escolhidos foram (RPS19, RPS5 e ACTB) de acordo com Brinkhof et al.
(2006) (Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncias forward (F) e reverse (R) dos primers confeccionados para
amplificacdo dos genes.

GENE

FORWARD

REVERSE

AMPLICON

c-KIT

COX-2

RPS19

RPS5

ACTB

5 CCAGTGTGTGGTTGCAGGAT 3'

5GCTTCGATTGACCAGAGCAGY

5-CCTTCCTCAAAAAGTCTGGG-3’

5-TCACTGGTGAGAACCCCCT-3’

5-GGCATCCTGACCCTCAAGTA-3’

5' CTCAGCTCCTGGACAGAAATACC 3'

5-GTTCTCATCGTAGGGAGCAAG-3’

5-CCTGATTCACACGGCGTAG-3’

5CACCATAAAGGGCCTCCAAC3’

5-CTTCTCCATGTCGTCCCAGT-3’

150 pb

150 pb

150 pb

150 pb

150 pb
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As reacdes de RT-gPCR foram padronizadas para cada iniciador e também,
foram determinadas as eficiéncias das reacbes para cada par de iniciadores
utilizando curvas-padrao a partir do cDNA de amostra controle.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em placas de 96 pocos,
contendo duplicatas de cada amostra, controle negativo e uma amostra tumoral
sabidamente positiva como controle positivo. Em cada pogo foi adicionado 11,5 pL
de solugéo composta por 6,25 pL do reagente Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 0,3 pyL de cada iniciador (foward e reverse) a 10 Mm e 1 uL de
cDNA (diluicdo de 1:10).

As condicdes de reagao de amplificacdo para todos os iniciadores foram 40
ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C. Curvas de dissociagao foram
incluidas ao final de cada corrida para a determinagdo da especificidade dos
produtos da PCR, visualizada por um pico unico do produto amplificado.

A determinacgao da expressao dos genes alvos estudados foi realizada a partir
da quantificagao relativa (QR), a qual foi calculada pelo método 225CT ' método de
Livak; Schmittgen (2001). Assim, genes que apresentaram QR =22 foram
considerados genes regulados positivamente, enquanto genes que apresentaram

QR = 0,5, foram considerados genes regulados negativamente.

4.8 Analise imuno-histoquimica

Para a analise dai munomarcacao da COX-2 e do c-KIT foi utilizada a técnica
de imuno-histoquimica em cortes de glandula mamaria incluidos em parafina,
referentes aos quatro grupos testados para os respectivos anticorpos.

A técnica de imuno-histoquimica empregada seguiu o protocolo do
Laboratério de Imuno-histoquimica do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Unesp de Botucatu e foi realizada
neste mesmo estabelecimento.

As amostras foram seccionadas em cortes de 5 ym de espessura e montadas
em laminas de vidro carregadas eletricamente. Estes cortes foram submetidos a
desparafinizacao e reidratacédo. A recuperacao antigénica para ambos os anticorpos
primarios foi realizada com tampao Citrato pH 6,0 em panela de pressao (Pascal,

DAKO), de acordo com o programa do fabricante. O bloqueio da peroxidase
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endogena foi feito com solugéo de agua oxigenada 8% em metanol por 20 minutos
e, em seguida foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas com solugéo de leite em
p6d desnatado (Molico®) 3% por 1 hora a 27°C. As laminas foram incubadas em
camara umida com o anticorpo primario por duas horas a 27°C para o c-KIT e 18
horas a 4° C para COX-2 (tabela 4).

Tabela 4: Anticorpo primario utilizado com especificacdo de clone, diluicdo e
fabricante.

Anticorpo anti Clone Diluigao Fabricante
COX-2 (M) CX-294 1:50 Dako
C-KIT (P) CD117 1:100 Dako

M: anticorpo monoclonal e P: anticorpo policlonal

O complexo secundario utilizado foi o sistema de polimero Advance HRP
(Dako K4068) e todas as laminas foram lavadas com solugédo tampao TRIS pH 7,4
entre as etapas. Para revelagao das reagdes foi empregada solugao pronta para uso
de cromégeno DAB (Dako K3468) por cinco minutos. Todas as laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris por dois minutos, lavadas em agua

corrente por 10 minutos, desidratadas e montadas.

4.8.1 Contagem das células marcadas

A avaliagdo das amostras foi feita em microscopio éptico (Leica DMLD), com
objetiva de 40X, com auxilio do programa de analise de imagens QWin v. 3.0 Leica e
uma camera digital Leica DFC. Para a analise, foram localizados os focos de cada
lesédo e atribuidas escalas de marcagao para cada um dos anticorpos utilizados. As
marcacgdes para COX-2 e c-KIT foram avaliadas considerando-se a intensidade de
marcacgao, intensa (3), moderada (2), fraca (1) e ausente (0) e extensdao da
imunomarcacao, por meio de escore: 0 — nenhuma célula marcada, 1 - até 25% das
células positivas; 2 — 26 a 50% das células positivas; 3 — 51 a 75% das células
positivas e 4 - >75% das células positivas. O valor final do escore varioude 0 a 12 e
foi obtido pela multiplicagdo do valor da distribuicdo pelo da intensidade. Em seguida
as amostras foram divididas em grupos de baixo (0-5) e alto (6-12) escore final
(LAVALLE et al., 2012).
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Durante a avaliagdo das laminas, foram consideras as areas de maior
malignidade e indiferenciagdo. No caso dos carcinomas em tumor misto e complexo
considerou-se somente a marcacdo no componente epitelial. As mamas normais
foram consideradas como padrdo de normalidade de imunomarcagdo. Os tecidos

utilizados como controle positivo estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5. Tecido utilizado como controle positivo, localizacédo, escore e intensidade
da imunomarcacgao para os anticorpos testados.

Controle Localizagao da Avaliagao da Escore Intensidade
Anticorpo positivo marcacao marcacao
c-KIT Mastocitoma Membranosa e Escore/lntensidade 4 2
cutaneo citoplasmatica
Carcinoma
COX-2 mamario Citoplasmatica Escore/lntensidade 4 3
sabidamente
marcado

4.9 Analise estatistica

Para as associagbes entre os valores de expressao génica (COX-2 e c-KIT)
nos grupos amostrais e nas variaveis clinicas e epidemioldgicas foram usados os
testes Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

Na associagao da imunomarcagéao (COX-2 e c-KIT) com os grupos amostrais
e as variaveis clinicas e epidemioldgicas foram usados os testes de Man-Whitney ou
Kruskall-Wallis. A associacao da imunomarcacao com o escore e intensidade e as
variaveis clinicas foi utlizado o teste G de Williams. A avaliacdo do escore final e os
grupos foi avaliado pelo teste de Xz de Pearson.

O teste de Spearman foi aplicado para analises de correlagdao. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos com p<0,05. Para a realizagao
das analises estatisticas foram utilizados os programas Epilnfo 7 (DEAN et al.,
2011) e BioEstat 5 (AYRES et al., 2007).
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5. RESULTADOS
5.1 Dados epidemiolégicos

As pacientes do presente estudo apresentaram faixa etaria média de 10,4
anos (10,4 + 2,7 anos). Com relagdo a raga, 30,6% eram cées sem raga definida,
seguidos pelos cées da raga poodle com 19,4%, Cocker Spainel com 8,9% e
Daschund 5,6%.

Nos animais deste estudo, 64,6% (64/99 casos) ndo eram castradas, das
quais, 12,5% (8/64 casos) eram cadelas com lesdes benignas e 87,5% (56/64
casos) com carcinomas. Dos carcinomas, 75% (42/56 casos) eram carcinomas nao
metastaticos e 25% (14/56 casos) carcinomas metastaticos. Além disso, 49% (46/
94 casos) apresentavam histérico de pseudociese. Em relagdo a administragdo de
progestagenos exogenos, 11,76% (10/85 casos) das pacientes com neoplasias
malignas e 9,1% (1/9 casos) com tumores benignos fizeram uso de progestagenos

exdgenos.

Quanto ao grau de malignidade, 72,9% das cadelas com carcinomas nao
metastaticos apresentaram tumores grau | e 52,2% das cadelas com carcinoma
metastatico apresentaram tumores grau Il. Além disso, 87,5% (7/8 casos) dos

tumores que recidivaram eram grau |l e Il

Com relagdo ao diagndstico histopatolégico, 24,20% (30/124 casos) eram
tumores benignos, incluindo 53,33% de adenomas (16/30 casos), 20% de tumores
mistos benignos e hiperplasias mamarias (6/30 casos); e 3,33% de papiloma ductal
e fibroadenoma (1/30 casos). Dos carcinomas mamarios, 75,53% (71/94 casos)
eram carcinomas nao metastaticos e 24,47% (23/94 casos) eram carcinomas
metastaticos. Dentre os tipos histolégicos dos carcinomas nao metastaticos, 47,89%
(34/71 casos) eram carcinomas em tumor misto, 29,6% (21/71 casos) carcinomas
tubulares, 9,86% (7/71 casos) carcinomas papilares e sélidos, 1,40% (1/71 casos)

carcinomas complexos e carcinomas in situ.

Ja nos carcinomas metastaticos o tipo histolégico mais frequente foi 26,1 %

(6/23 casos) carcinomas solidos, 21,73% (5/23 casos) carcinomas tubulares,17,4%
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(4/23 casos) carcinomas em tumor misto, 13,04% (3/23 casos) carcinomas papilares,
8,7% (2/23 casos) carcinomas complexos e anaplasicos e 4,35% (1/23 casos)
carcinoma micropapilar.

Com relagdo ao tratamento quimioterapico, 4,22% (3/71 casos) das cadelas
com carcinoma nao metastatico foram submetidas a quimioterapia com
doxorrubicina e carboplatina (2 casos) e doxorrubicina (1 caso). Ja as pacientes com
carcinoma metastatico, 34,78% (8/23 casos) foram submetidas a quimioterapia com
os protocolos carboplatina e doxorrubicina (1 caso), carboplatina e piroxicam (dois
casos), carboplatina e gencitabina (2 casos), doxorrubicina (dois casos) e
carboplatina (um caso).

5.2 Associagao dos dados epidemiolégicos com os grupos G2, G3 e G4

Na analise da associagado das variaveis epidemioldégicas com os grupos (G2,
G3 e G4) nao foi observada associacado significativa entre a faixa etaria, status
reprodutivo (castracéo), uso de contraceptivos, pseudociese, raga e 0s grupos do

presente estudo, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Associagcdo entre os dados epidemiolégicos e os grupos G2, G3 e G4. Os
Valores de P menores que 0,05 indicam associagdes significativas entre os grupos e os
parametros avaliados pelo teste G de Williams. Jaboticabal, 2014.

Variavel G2 G3 G4 Estatisticas
Faixa etaria Fi fi Fi fi Fi fi G P
Faixa 1 (até 6 anos) 0 0,0 2 2,8 1 4,3
Faixa 2 (até 11 anos) 9 100,0 44 62,0 12 52,2 6,51 0,1636
Faixa 3 (mais de 11 anos) 0 0,0 25 35,2 10 43,5
Status Reprodutivo
(Castrada)
Nao 8 88,9 42 61,8 14 63,6
. 2,57 0,2765
Sim 1 11,1 26 38,2 8 36,4
Uso de contraceptivo
Nao 8 88,9 55 85,9 20 95,2
. 1,32 0,52
Sim 1 11,1 9 14,1 1 4,8
Pseudociese
Nao 4 44 4 35 547 9 429
. 1,06 0,59
Sim 5 55,6 29 45,3 12 57,1
Raca
CRD 7 63,6 49 69,0 16 69,6
0,14 0,93
SRD 4 36,4 22 31,0 7 30,4

CRD- Caes com raca definida e SRD — Caes sem raga definida.
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5.3 Associagao dos dados clinicos com os grupos G2, G3 e G4

As variaveis clinicas analisadas foram grau de malignidade, tamanho do
tumor (T), status nodal (N), metastase a distdncia (M), estadiamento clinico (TNM),
tempo de evolugdo do tumor, ulceragao, velocidade de crescimento e diagndstico
histopatoldgico.

Foi observada associagao significativa dos grupos com o grau de malignidade
(P=0,0071), sendo possivel observar que 72,9% dos carcinomas ndo metastaticos
tinham tumores grau | e 52,2% dos carcinomas metastaticos apresentaram grau |l
de malignidade (Figura 4 A).

Com relagdo ao tamanho do tumor (T) também foi observada associagao
significativa, uma vez que 90% das lesbes benignas e 64,3% dos carcinomas nao
metastaticos apresentaram tumores menores que 3 cm (T1) e 56,5% dos
carcinomas metastaticos apresentaram tumores maiores que 5 cm (T3) (P=0,0019)
(Figura 4 B).

Na avaliagdo do status nodal, 60,9% dos carcinomas metastaticos
apresentaram metastases em linfonodos regionais (P=0,0001) (Figura 2C). Ja a
metastase a distancia foi observada em 47,8% dos carcinomas metastaticos (P=
0,0001) (Figura 4 D).

Com relagéo ao estadiamento clinico (TNM), 90% das cadelas com lesdes
benignas apresentaram-se no estadio |, 64,3% das cadelas com carcinomas nao
metastaticos no estadio | e 56,5% das cadelas com carcinoma metastatico no
estadio V (P= 0,0001) (Figura 4 E).

Considerando que o tempo de evolugdo do tumor foi de até 6 meses em
100% das lesdes benignas, 47,4% dos carcinomas nao metastaticos e 54,5% dos
carcinomas metastaticos, esta variavel ndo mostrou associagao significativa com os
grupos analisados. A recidiva tumoral foi observada em 5,9% dos carcinomas nao
metastaticos e 18,2% dos carcinomas metastaticos ndo sendo observada diferencga
significativa (Figura 4 F).

Foi observada associagao significativa com presenca de ulceragdo e os
grupos, visto que 100% das lesdes benignas nao apresentavam tumores ulcerados e
7,4% dos carcinomas ndo metastaticos e em 31,8% dos carcinomas metastaticos

(P=0,0047) apresentavam tumores ulcerados (Figura 4 G). Nao foi observada
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associagao significativa com a velocidade de crescimento do tumor na analise entre
0S grupos.

Os tumores dos grupos 3 e 4 foram divididos de acordo com o diagndstico em
carcinoma simples, carcinoma complexo e carcinoma em tumor misto. 50,7% dos
carcinomas nao metastaticos (grupo 3) eram carcinomas simples e 73,9% dos
carcinomas metastaticos (grupo 4) eram carcinomas simples (P= 0,0001) (Figura 4
H). A descricdo das frequéncias absoluta e relativa dos dados clinicos e

histopatoldgicos pode ser observada na tabela 7.



41

100,0 100
00 1 Grau de malignidade | Tamanho do tumor (T)
80,0 80 -
70,0 70 ] |
é 600 _é 60+ |
E 500 | "l —: 50 .l
g 400 = ‘; a - A
5 i =3 ..."! =3
300 30 + i
200 204
10,0 10 +
00 - a
G2 G3 G4 G2 G3 G4
A Grupo B Grupo
100 100 - e
» Linfonodo regional (N) . Metastase a distancia
® w0l | (M)
70 - 70 ¢
g : £l
3 g
2 50 - 2 50 -
£ m0 (ndo) “E‘ m 0 (n4o)
E 40 B ~ m1(sim} E a0 B ® 1 (sim}
30 30
20 20 -
10 10 -
0 [ : ol I i I i
G2 G3 o4 G2 63 G4
C Grupa D Grupo
100 . — 100 =
Sl Estadiamento clinico i Ulceracao
80 80
70 ¢ 70 +
g g
£ 60 E 60 -
T_v -l E
2 s0 . m2 L
£ aa £ u Nio
g w0 T 5y g— 40  sim
30 ms 30
20 4 20 |
10 [ J [ 10
ol L1 ol ;
G2 G3 G4 G2 G3 64
E Grupo F Grupo
100
. Diagnostico
80 - =
70 - ~
g
§ 60
3
£ 50 ® Carcinoma complexo
°§ = Carcinoma em tumor misto
g 40 " N
z ® Carcinoma simples
30 -
20
10~
0+ "
G2 G3 G4

G Grupe

Figura 3. Frequéncia relativa, intervalo de confianga 95% e associagéo entre os dados
clinicos com os grupos G2, G3, G4. A. Grau de malignidade (1, 2 e 3) (p=0,0071); B.
Tamanho do tumor (T) (T1=< 3 cm, T2= 3-5 cm e T3= > 5 cm) (p=0,0019); C. Linfonodo
regional (N) (0= sem metastase em linfonodo e 1= com metastase em linfonodo)
(p=0,0001); D. Metastase a distanica (M) (0= sem metastase a distdncia e 1= com
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metastase a distancia) (p=0,0001); E. Estadiamento (TNM) (Estadio 1, 2, 3, 4 e 5)
(p=0,0001); F. Ulceracdo tumoral ( N&o= sem ulceragdo e Sim= com ulceragao)
(p=0,0047); G. Diagnostico histopatolégico (p=0,0001). Jaboticabal, 2014.

Tabela 7. Associagao entre os dados clinicos e histopatolégicos com os grupos G2, G3
e G4. Valores de P menores que 0,05 indicam diferengas significativas entre os grupos
pelo teste G de Williams. Jaboticabal, 2014.

Variaveis G2 G3 G4 Estatisticas
Grau de malignidade Fi fi Fi fi Fi fi G P
1 0 100,0 51 72,9 8 34,8
2 0 100,0 15 21,4 12 52,2 9,88 10,0071
3 0 100,0 4 57 3 13,0

Tamanho do tumor (cm)

1 9 90,0 45 64,3 7 30,4
2 1 10,0 11 15,7 3 13,0 17,07 0,0019
3 0 0,0 14 20,0 13 56,5
LinfonodoRegional-N
0 (ndo) 10 100,0 70 100,0 9 39,1
1 (sim) 0O 00 0 00 14 609 064 00001
Mestastase Distancia - M
0 (ndo) 10 100,0 70 100,0 12 52,2
1 (sim) 0O 00 0 00 11 478 428 10,0001
TNM (Estadiamento)
1 9 90,0 45 64,3 0 0,0
2 1 10,0 11 15,7 0 0,0
3 0 0,0 14 20,0 0 0,0 106,9 0,0001
4 0 0,0 0 0,0 10 43,5
5 0 0,0 0 0,0 13 56,5
Evolucgao
Faixa 1 ( até 6 meses) 9 100,0 27 47,4 12 54,5
Faixa 2 ( até 12 meses) 0 0,0 16 28,1 6 27,3
Faixa 3 (até 18 meses) 0 0,0 3 53 0 0,0 12,8 0,1179
Faixa 4 (até 24 meses) 0 0,0 3 5,3 3 13,6
Faixa 5 (mais que 24 meses) 0 0,0 8 14,0 1 4.5
Recidiva tumoral
Nao 9 100,0 64 94,1 18 81,8
sim 0O 00 4 59 4 182 425 01191
Ulceragao
Nao 9 100,0 63 92,6 15 68,2
Sim o 00 5 74 7 318 070 00047
Crescimento
Lento 5 55,6 39 63,9 11 50,0
Répido 4 444 22 361 11 500 138 05016
Diagnéstico
Carcinoma complexo 0 0,00 1 1,4 2 8,7
Carcinoma em tumor misto 0 0,00 34 47,9 4 17,4 33,74 10,0001

Carcinoma simples 0 0,00 36 50,7 17 73,9
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5.4 Expressao génica de COX-2 e c-KIT

Foi avaliada a expressao dos genes alvo entre as amostras dos grupos 1, 2, 3
e 4 e, posteriormente, comparando o grupo 1 com os grupos 3 e 4 unidos como um
grupo unico de carcinomas.

Foi verificada diferenca da expressao de transcritos de COX-2 nas mamas
normais € nos carcinomas metastaticos quando comparados com as amostras de
tumores benignos e carcinomas ndo metastaticos, com aumento da expressao de
COX-2 nos carcinomas metastaticos e nao metastaticos em relacdo as mamas
normais. Mesmo nao sendo observada diferenga estatistica do grupo de carcinomas
(G3 e G4) com o de lesbes mamarias benignas (G2) notou-se um aumento nos

niveis de transcrito com a malignidade da lesao (Tabela 8 e Figura 5).

Tabela 8. Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-qPCR (COX-2),
segundo os grupos G1, G2, G3 e G4. Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste
de Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 0,93% (0,63-0,95)
G2 1,43 (1,01-6,73)
G3 2,91° (1,70-4,79)
G4 5,51° (2,63-11,12)
’t\T 8
g 1
o 6
g 1
2

4
5 . _1
—= L - S
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G1 G2 G3 G4 O OQutliers
Grupo # Extremos

Figura 4. Valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e
valor maximo da RT-gPCR (QR) dos transcritos de COX-2,
segundo os grupos G1, G2, G3 e G4. Jaboticabal, 2014.
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Quando unificado o grupo de tumores (carcinomas metastaticos e nao
metastaticos) em relagdo as mamas normais também foi observada diferenca

significativa para a expresséo do gene COX-2 (Tabela 9 e Figura 6).

Tabela 9: Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-qPCR
(COX-2), segundo o grupo G1 (mamas normais) e G3 + G4 (carcinomas nao
metastaticos e carcinomas metastaticos). Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicaram diferengas significativas entre os grupos pelo
teste de Mann-Whitney. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 0,937 (0,63-0,95)
G3+G4 3,58 (2,30-6,62)
12
10
R
S s
g
S .
2 *
— Mediana
0 — % Ple'i-i:;-Ma'ximo
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Figura 5: Valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e
valor maximo da RT-qPCR (QR) para o gene COX-2, segundo
o grupo G1 e G3+G4. Jaboticabal, 2014.

Na analise dos niveis de transcritos para c-KIT nao foi verificada diferenga da

expressao entre os quatro grupos (Tabela 10).

Tabela 10: Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-qPCR (c-KIT),
segundo os grupos G1, G2, G3 e G4. Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste
de Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 1,82% (1,07-2,42)
G2 0,36° (0,17-1,99)
G3 1,33% (0,67-2,36)
G4 0,60 (0,40-1,09)
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Quando unificados os grupos de tumores (carcinomas metastaticos e nao
metastaticos) em relagdo as mamas normais também n&o foi observada diferenca

significativa para expresséo do gene c-KIT (Tabela 11).

Tabela 11.  Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-qPCR (c-
KIT), segundo o grupo G1 (mamas normais) e G3 + G4 (carcinomas ndo metastaticos
e carcinomas metastaticos). Medianas seguidas de letras minusculas diferentes na
mesma coluna indicaram diferengas significativas entre os grupos pelo teste de Mann-
Whitney. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 1,82% (1,07-2,42)
G3+G4 1,01° (0,48-1,66)

5.5 Correlagao entre os resultados da expressao génica de COX-2 e c-KIT

Apds a andlise de cada gene, foi feita uma andlise de correlagdo de
expressao entre os genes alvos COX-2 e c-KIT utilizando o teste de Spearman, nao

sendo observada diferenca significativa (Tabela 12).

Tabela 12. Analise de correlagdo da expressao relativa dos genes alvos (COX-2 e c-
KIT). Numero de pares de amostras, coeficientes de correlagdo de Spearmann (R) e
valores de P para RT-qPCR (COX-2) x RT-qPCR (c-KIT), para todas as amostras
(independente dos grupos) e para cada um dos grupos. Jaboticabal, 2014.

Grupos avaliados Niumero de amostras R Valor de P
Todos 22 -0,23 0,3058
G1 4 0,20 0,7948
G2 5 0,30 0,6238
G3 5 -0,10 0,8729
G4 8 -0,46 0,2571

5.6 Associagdo entre a expressao génica dos genes COX--2 e c-KIT com as
variaveis clinicas e histopatolégicas

Para avaliar se os transcritos dos genes estudados poderiam estar
associados com caracteristicas de pior prognostico ou outra caracteristica clinica, os
niveis de expressdo destes genes foram comparados com dados clinicos e
histopatolégicos das pacientes, tais como, grau de malignidade do tumor, tamanho
do tumor (T), status nodal (N), metastase a distancia (M), estadiamento (TNM),
tempo de evolucéo do tumor, recidiva, ulceragao tumoral, velocidade de crescimento

e diagndstico histopatoldgico, considerando apenas os grupos tumorais (2, 3 e 4).
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A expressao génica do gene COX-2 ndo foi associada com nenhum dos
parametros clinicos e histopatolégicos das pacientes como demonstrado na Tabela
13.

Tabela13. Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-gPCR (QR)
para o gene COX-2, segundo 0s grupos e variaveis clinicas. Para um mesmo grupo,
valores de mediana seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre as faixas de mensuragédo da variavel clinica, pelos testes de Man-

Whitney ou Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Variavel Grupos
Grau de malignidade G2 G3 G4
1 - 2,5%(1,3-4,9) 3,1%(2,4-7,4)
2 - 4,7° (4,7 -4,7) 21,7° (11,1 - 32,2)
3 - - -
Tumor (cm)
1 1,4° (1,0 -6,7) 4,9° (2,1-5,8) 32,27 (32,2 -32,2)
2 nd 2,1%(1,3-2,9) nd
3 nd 2,7°(0,7-4,7) 3,6°(2,4-111)
Linfonodo regional
0 1,4° (1,0 -6,7) 2,9%(1,3-4,9) 17,9% (3,6 - 32,2)
1 nd nd 51%(2,4-111)
Mestastase a distancia
0 1,4° (1,0 -6,7) 2,9%(1,3-4,9) 2,7%(2,2-11,1)
1 nd nd 7,4° (3,6 -11,1)
TNM (Estadiamento)
1 1,4%(1,0-6,7) 4,9% (2,1-5,8) nd
2 nd 2,1%(1,3-2,9) nd
3 nd 2,7°(0,7-4,7) nd
4 nd nd 2,7%(2,2-11,1)
5 nd nd 7,4° (3,6 -11,1)
Faixas de evolugéo
Faixa 1 ( até 6 meses) 1,0% (0,5 -6,7) 2,9°(1,3-4,9) 3,1°(2,4-7,4)
Faixa 2 ( até 12 meses) nd 4,7° (4,7 -4,7) nd
Faixa 3 (até 18 meses) nd nd nd
Faixa 4 (até 24 meses) nd nd 11,177 (11,1 -11,1)
Faixa 5 (mais que 24 meses) nd 2,1%(2,1-21) 32,27 (32,2 -32,2)
Recidiva tumoral
Nao 1,27 (0,8 -4,1) 2,9°(1,3-4,9) 5,5% (2,7 - 11,1)
Sim nd nd 2,4° (2,4 -2,4)
Ulceragao
Nao 1,4%(1,0-6,7) 2,9°(1,3-4,9) 3,6 (2,7 -11,1)
Sim 0,5° (0,5-0,5) nd 4,8%(2,2-74)
Crescimento
Lento nd 3,5 (1,4 -5,3) 32,2% (32,2 -32,2)
Progressivo 1,0 (1,0-1,0) nd nd
Rapido 3,6° (0,5-6,7) 2,9° (1,3-4,7) 3,1% (2,4-7,4)
Diagnéstico
Carcinoma complexo - nd 11,1% (11,1 - 11,1)
Carcinoma em tumor misto - 3,57 (1,7-5,3) 2,4% (2,2-2,7)
Carcinoma simples - 2,9°(0,7-4,7) 7,4° (3,6-11,1)

A expressao génica do gene c-KIT também nao foi associada com nenhum

dos parametros clinicos e histopatoldgicos das pacientes (Tabela 14).
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Tabela 14: Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores da RT-qPCR (QR)
para o gene c-KIT, segundo 0s grupos e variaveis clinicas. Para um mesmo grupo,
valores de mediana seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre as faixas de mensuracdo da variavel clinica, pelos
testes de Man-Whitney ou Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Variavel Grupos
Grau de malignidade G2 G3 G4
1 - 1,1% (0,6-2,3) 0,9% (0,4 - 1,3)
2 - 4,4°(1,6-4,7) 0,6° (0,3-0,8)
3 - 0,3°(0,3-0,3) 0,87 (0,4 -1,1)
Tumor (cm)
1 0,4° (0,1 - 3,5) 1,1% (0,6 - 2,0) 0,7%(0,4 -1,0)
2 nd 1,5% (0,8 - 2,3) nd
3 nd 4,7° (0,3 - 10,0) 0,6 (0,4-1,2)
Linfonodo regional
0 0,4° (0,1 - 3,5) 1,3% (0,6 - 2,4) 0,7%(0,4 - 1,5)
1 nd nd 0,5° (0,3 -1,1)
Mestastase a distancia
0 0,4% (0,1 - 3,5) 1,3% (0,6 - 2,4) 0,77 (0,4 -1,1)
1 nd nd 0,6° (0,4 -1,1)
TNM (Estadiamento)
1 0,4° (0,1 - 3,5) 1,1% (0,6 - 2,0) nd
2 nd 1,5% (0,8 - 2,3) nd
3 nd 4,7° (0,3 - 10,0) nd
4 nd nd 0,7% (0,4 -1,1)
5 nd nd 0,6° (0,4 -1,1)
Faixas de evolugéo
Faixa 1 ( até 6 meses) 1,97 (0,3-4,1) 2,0° (0,8 -2,4) 1,0 (0,3-1,2)
Faixa 2 ( até 12 meses) nd 2,6° (0,6 -4,7) 0,7% (0,7 -0,7)
Faixa 3 (até 18 meses) nd nd nd
Faixa 4 (até 24 meses) nd nd 0,5% (0,5 - 0,5)
Faixa 5 (mais que 24 meses) nd 1,1% (0,6 - 1,6) 0,4%(0,4-0,4)
Recidiva tumoral
Nao 0,4% (0,2 - 3,5) 0,8% (0,6 - 2,4) 0,6° (0,4 -1,1)
Sim nd 1,6° (1,1-4,4) 1,1%(1,1-1,1)
Ulceragao
Nao 1,9% (0,2 -4,1) 1,6% (0,8 - 2,4) 0,7°(0,4-1,1)
Sim 0,2°(0,2-0,2) nd 0,7°(0,4 - 1,2)
Crescimento
Lento nd 2,0°(0,6 - 4,4) 0,7% (0,4 - 1,0)
Progressivo 3,5%(3,5-3,5) nd nd
Rapido 0,4° (0,2 - 4,8) 2,0° (0,8 -2,3) 0,8 (0,4 -1,2)
Diagnéstico
Carcinoma complexo - nd 0,7%(0,5-1,0)
Carcinoma em tumor misto - 1,37 (0,6 - 2,0) 0,8%(0,3-1,2)
Carcinoma simples - 1,77 (0,5 - 4,5) 0,6° (0,4 -1,1)

5.7 Imunomarcacgao de COX-2 e c-KIT

O padrao de imunomarcacgao da proteina COX-2 foi citoplasmatica em todas

as amostras de tumores mamarios e mamas normais (Figura 7).
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Figura 6. Fotomicrografia de imunomarcacgao citoplasmatica da proteina COX-2.
A. Mama normal: escore 1 e intensidade 0. B. Adenoma mamario: escore 1 e
intensidade 3. C. Carcinoma tubular: escore 4 e intensidade 3. D. Carcinoma
tubular metastatico: escore 4 e intensidade 3 (aumento 200x). Jaboticabal, 2013.

Foi observada diferenca significativa no percentual de células imunomarcadas
(escore) entre os grupos, quando comparadas as mamas normais (G1) e os
carcinomas nao metastaticos (G3) e metastaticos (G4) e entre as lesées benignas
(G2) e os carcinomas nao metastaticos (G3) (Tabela 15), notando-se um aumento

de expressao de COX-2 nos carcinomas nao metastaticos e metastaticos.

Tabela 15. Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores de escores de COX-2,
segundo os grupos G1, G2, G3 e G4. Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre os grupos pelo teste
de Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 0,50% (0,00-1,00)
G2 1,00* (1,00-3,00)
G3 3,00° (3,00-4,00)

G4 3,00 (1,00-4,00)
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As frequéncias relativas de escore foram diferentes entre os grupos
(p=0,0012) para a COX-2. Além disso, foi possivel observar que nas mamas normais
50% dos casos tiveram escore 0, ou seja, nenhuma célula foi marcada e 50%
tiveram menos que 25% das células marcadas (escore 1). Nos carcinomas né&o
metastaticos, 28,3% dos casos tiveram escore 3 e 48,3%, escore 4. Ja& nos
carcinomas metastaticos, 30,4% dos casos tiveram escore 3 e 34,8% escore 4
(Tabela 16 e Figura 8).

Tabela 16. Frequéncia absoluta (Fi), frequéncia relativa (fi) e intervalo de confiangca 95%
(IC95%) para os valores de escores (percentual de células imunomarcadas) para COX-2,
segundo o grupo. As frequéncias relativas de escores foram diferentes entre os grupos pelo
teste G de Williams (p=0,0012). Jaboticabal, 2014.

G1 G2 G3 G4

Fi  Fi Fi  Fi Fi o fi Fi o fi
Escore (N) (%) 1C95% |(N) (%) 1C95% | (N) (%) 1C95% | (N) (%) 1C95%
(21,2 2,7- (4,7-
0 4 50 788) |4 143 (58317)| 4 67 159) | 3 130  324)
(21,2- @.7- (@.7-
1 4 50 788) [11 393 (23557,7)| 6 100 202) | 3 130 324)
(0,28- 2,7- (2,6-
2 0 00 336) |3 107 (39274 | 4 67 159 | 2 87 27,0
(0,28- (18,5- (15,6-
3 0 00 336) |4 143 (58317)| 17 283 408) | 7 304 511)
(0,28- (36,1- (18,8-
4 0 00 336) |6 21,4 (10,3-39,7)| 29 483 607) | 8 348  553)
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Figura 7. Frequéncia relativa e intervalos de confiangca 95% dos escores de COX-
2, segundo o grupo. Jaboticabal, 2014.

Em relacdo a intensidade de marcacdo da COX-2, ndo foi observada

diferenga estatistica entre os quatro grupos analisados (Tabela 17).

Tabela 17: Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores de intensidade de
marcagao para COX-2, segundo o grupo. Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste
de Kruskall-Wallis. Jaboticabal, 2014.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 1,00° (0,00-3,00)
G2 1,00° (0,00-3,00)
G3 2,007 (2,00-3,00)
G4 2,007 (1,00-3,00)

As frequéncias relativas de intensidade mostraram diferencga estatistica entre
os grupos (p=0,0012) para COX-2. Além disso, foi possivel observar que nas mamas
normais 50% dos casos nao mostraram reatividade e 37,5% intensidade forte (3).
Nos carcinomas ndo metastaticos, 43,3% dos casos mostraram intensidade 2 e 35%
intensidade 3. Ja nos carcinomas metastaticos, 39,1% dos casos mostraram
intensidade 3 (Tabela 18 e Figura 9).
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Tabela 18. Frequéncia absoluta (Fi), frequéncia relativa (fi) e intervalo de confianga 95%
(IC95%) para os valores de intensidade de marcagédo para COX-2, segundo o grupo. As
frequéncias relativas de escores foram diferentes entre os grupos pelo teste G de Williams
(p=0,0012). Jaboticabal, 2014.

G1 G2 G3 G4

Fi Fi Fi fi Fi  fi Fi fi
Intensidade (N) (%) 1C95% (N) (%) 1C95% (N) (%) 1C95% (N) (%) 1C95%

0 4 50,0 (21,2-78,8) 9 32,1 (17,9-50,8) 4 6,7 (2,7-159) 3 13,0 (4,7-32,4)
1 0 00 (0,3336) 6 214 (10,3-39,7) 9 150 (8,2-26,2) 6 26,1 (12,6-46,7)
2 1 12,5 (2,8-482) 5 17,9 (8,0-358) 26 43,3 (31,5-559) 5 21,7 (9,8-42,2)
3 3 37,5 (13,7-70,1) 8 28,6 (15,3-47,2) 21 350 (24,2-47,7) 9 39,1 (22,1-59,4)
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Figura 8. Frequéncia relativa e intervalos de confianga 95% para os
valores de intensidade de marcagcdo para COX-2, segundo o grupo.
Jaboticabal, 2014.

Quando avaliado o escore final dos grupos na expressdao da COX-2, foi

observada diferenca significativa entre os grupos 1, 2, 3 e 4 (p= 0,0002). Com relacéo a



52

frequéncia relativa, a baixa expressdao de COX-2 ocorreu em 100% das mamas

normais, 64,3% das lesdes benignas, em 30% dos carcinomas ndo metastaticos e em

47,8% dos carcinomas metastaticos (Tabela 19 e Figura 10).

Tabela 19. Frequéncia absoluta (Fi) e relativa (fi) da expressao de COX-2, segundo o
grupo. Jaboticabal, 2014.

G1 G2 G3 G4
Expresséao Fi fi Fi fi Fi fi Fi fi xz Valor
de COX-2 (N) (%) (N) (%) (N) (%) (N) (%) de P
o, O 00 10 357 42 700 12 522
gaixa 19,36 0,0002
- 8 100,0 18 64,3 18 30,0 1M 47,8
expressao
100
90
80
70
% 60
é 50
5 Alta expressdo
:’.’- 40 T B Baixa expressdo
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Figura 9. Frequéncia relativa e intervalo de confianga para o nivel de
expressao de COX-2, segundo o grupo. Jaboticabal, 2013.

O padrao de imunomarcacgao da proteina c-KIT também foi citoplasmatica em
todas as amostras (Figura 11).
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Figura 10. Fotomicrografia de imunomarcagéo citoplasmatica da proteina c-KIT. A.
Mama normal: escore 4 e intensidade 2. B. Adenoma mamario: escore 4 e intensidade
3. C. Carcinoma papilar ndo metastatico: escore 2 e intensidade 1. D. Carcinoma
tubular metastatico: escore 4 e intensidade 2 (aumento 200x). Jaboticabal, 2014.

Foi observada diferengca estatistica na mediana do percentual de células
imunomarcadas (escore) para c-KIT quando comparada entre o grupo G1 (mamas

normais) e o grupo G4 (carcinomas metastaticos) (Tabela 20).

Tabela 20. Mediana (percentil 25 — percentil 75) para os valores de escores de c-
KIT segundo o grupo. Jaboticabal, 2013. Medianas seguidas de letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os grupos pelo
teste de Kruskall-Wallis.

Grupo Mediana (P25-P75)
G1 4,00° (4,00-4,00)
G2 4,00 (3,00-4,00)
G3 3,00 (2,00-4,00)

G4 2,507 (1,00-4,00)
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Com relacdo a frequéncia relativa do percentual de células imunomarcadas,
também foi observada diferenga significativa entre os grupos analisados (P=0,0385).
Pbde-se observar uma diminuicdo do percentual de células marcadas com o
aumento da malignidade do tumor, ja que o escore 4 foi observado em 100% das
mamas normais, 69,6% das lesbes benignas, 45,3% dos carcinomas nao

metastaticos e 40,9% dos carcinomas metastaticos (Tabela 21 e Figura 12).

Tabela 21. Frequéncia absoluta (Fi), frequéncia relativa (fi) e intervalo de confianca
95% (1C95%) para os valores de escores de c-KIT, segundo o grupo. Jaboticabal,
2014.

G1 G2 G3 G4
Escore Fi Fi IC95% |Fi fi  1C95% |Fi fi  1C95% |Fi fi  1C95%
1 0 00 (0,2-30,8) |2 87 (2627,0) |11 17,2 (9,9-283) | 6 27,3 (13,2-48,4)
2 0 00 (0,2-30,8) |2 87 (26-27,0) |13 20,3 (12,3-31,8)| 5 22,7 (10,2-43,7)

3 0 00 (02308) |3 13,0 (4,7-32,4) |11 17,2 (9,9-28,2) |2 9,1 (2,8-28,0)

4 9 100,0 (69,1-99,7) |16 69,6 (48,9-84,4) |29 453 (33,7-57,5)| 9 40,9 (23,2-61,4)

120
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80 T
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Figura 11. Frequéncia relativa e intervalos de confianga 95% dos escores
de c-KIT, segundo o grupo, p = 0,0385. Jaboticabal, 2014.
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Na intensidade de marcacdo também foi observada diferenga estatistica na
frequéncia relativa entre os grupos G1, G2, G3 e G4 (P= 0,0006). Observou-se que
77,8% das mamas normais apresentaram intensidade de marcagdo moderada (2),
39,1% das lesdes benignas apresentaram intensidade 2 e 3, 54,7% dos carcinomas
metastaticos intensidade 2 e 40,9% dos carcinomas metastaticos intensidade 1
(Tabela 22 e Figura 13).

Tabela 22. Frequéncia absoluta (Fi), frequéncia relativa (fi) e intervalo de confianga 95%
(IC95%) para os valores de intensidade de marcacdo do c-KIT, segundo o grupo.
Jaboticabal, 2013. as frequéncias relativas de escores foram diferentes entre os grupos
pelo teste G de Williams (p=0,0006).

G1 G2 G3 G4
Intensidade
Fi fi 1C95% Fi Fi 1C95% Fi fi 1C95% Fi fi 1C95%
0 0 00 (0,2-30,8 1,0 43 (1,0-21,1) 4 6,3 (2,5-15,0) 4 18,2 (7,46-38,8)
1 0 00 (0,2-30,8) 4,0 174 (7,1-37,4) 23 359 (25,3-48,2) 9 40,9 (23,2-61,4)
2 7 77,8 (44,4-93,3) 9,0 39,1 (22,1-59,4) 35 54,7 (42,5-66,3) 8 36,4 (19,7-57,3)
3 2 22,2 (6,7-55,6) 9,0 39,1 (22,1-59,4) 2 3,1 (1,0-11,8) 1 4,5 (1,1-21,9)
100
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Figura 12. Frequéncia relativa e intervalos de confianga 95%
para os valores de intensidade de marcagdo para c-KIT,
segundo o grupo, p =0,0006. Jaboticabal, 2014.
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Quando avaliado o escore final dos grupos na expressao do c-KIT, foi observada
diferencga significativa entre os grupos 1, 2, 3 e 4 (p= 0,0003). Com relagéo a frequéncia
relativa, a alta expressao de c-KIT ocorreu em 100% das mamas normais, 78,3% das
lesbes benignas, em 57,1% dos carcinomas n&o metastaticos e em 27,3% dos
carcinomas metastaticos, ou seja, houve diminuigdo da expressao do c-KIT com o

aumento da malignidade do tecido (Tabela 23 e Figura 14).

Tabela 23: Frequéncia absoluta (Fi) e relativa (fi) da expressao de c-KIT, segundo o
grupo. valores de P menores que 0,05 indicam associagao significativa entre grupo e
expressao pelo teste de y? de Pearson. Jaboticabal, 2014.

G1 G2 G3 G4
Expressao Fi fi Fi fi Fi fi Fi fi xz Valor
de c-KIT (N) (%) (N) (%) (N) (%) (N) (%) de P
Alta 1000 18 783 36 571 6 27,3
eXpressao 19,05 0,0003
Baixa 0 0,0 5 217 27 429 16 727
expressao
100
90 ——
80 —— [
70 ——
E 60 —— [
[T}
£ 50— T
£ Alta expressdo
% 0 — M Baixa expressdo
30 ——
20 —— SN
10 +—— .
0 |

G1 G2 G3 G4
Grupos

Figura 13. Frequéncia relativa e intervalo de confianga para o nivel de
expressao de c-KIT, segundo o grupo, p =0,0003. Jaboticabal, 2014.

5.8 Correlagao da imunomarcagao entre COX-2 e c-KIT

Foi realizada analise de correlacdo de imunoexpressao entre as duas

proteinas estudadas pelo teste de Spearman. Nao foi verificada correlagcao
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estatistica entre todos os grupos quanto ao escore. No entanto, o percentual de
células imunomarcadas para as duas proteinas nas lesdes benignas (G2) e nos

carcinomas nao metastaticos (G3) apresentaram correlacéo estatistica (Tabela 24).

Tabela 24. Numero de pares de amostras, coeficientes de correlagdo de Spearmann
e valores de P para os escores de COX-2 e escores de c-KIT, para todas as amostras
(independente dos grupos) e para cada um dos grupos. Valores de P menores que
0,05 indicam correlagdes significativas entre os pares de variaveis pelo teste de
correlagao de Spearmann. Jaboticabal, 2014.

Grupos avaliados Numero de amostras r Valor de P
Todos 105 0,13 0,1880
G1 8 nd nd
G2 22 0,49 0,0203
G3 53 0,29 0,0328
G4 22 0,38 0,0827

Na analise de correlacdo da imunomarcacao entre as duas proteinas quanto a
intensidade, foi verificada correlagéo estatistica entre todos os grupos (p= 0,0151). A
intensidade de marcagédo para as duas proteinas nas lesdes benignas (G2) e nos

carcinomas metastaticos (G4) apresentaram correlagao estatistica (Tabela 25).

Tabela 25: Numero de pares de amostras, coeficientes de correlagdo de Spearmann
e valores de P para os valores de intensidade de marcacdo de COX-2 x valores de
intensidade de marcacdo de c-KIT, para todas as amostras (independente dos
grupos) e para cada um dos grupos. Valores de P menores que 0,05 indicam
correlagdes significativas entre os pares de variaveis pelo teste de correlagdo de
Spearmann. Jaboticabal, 2014.

Grupos avaliados Numero de r Valor de P
amostras
Todos 105 0,24 0,0151
G1 8 0,09 0,8315
G2 22 0,61 0,0027
G3 53 0,22 0,1056

G4 22 0,46 0,0306




58

6. DISCUSSAO

As pacientes do presente estudo apresentaram faixa etaria média de 10,4
anos (10,4 £ 2,7 anos) corroborando com a faixa etaria de maior incidéncia de
neoplasias mamarias em cadelas (DE NARDI et al., 2009; CASSALI et al., 2011;
SORENMO et al., 2011; HENRY, 2013; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT,
2013).

Em relagdo as ragas das pacientes, 30,6% eram sem raga definida, 19,4%
Poodle, 8,9% Cocker e 5,6% Daschund. Assim, as ragas de maior prevaléncia deste
estudo estdo de acordo com outros trabalhos (DE NARDI et al., 2009; BORGE;
BORRESEN-DALE; LINGAAS, 2011). No entanto, segundo Sorenmo (2003), a
predisposi¢cao a determinadas ragas pode variar de acordo com a regiao geografica.
Além disso, os caes sem racga definida representam a maior populacido de caes
atendida no Hospital Veterinario em que este estudo foi desenvolvido.

O status reprodutivo é considerado um fator de risco para as cadelas com
neoplasias mamarias e alguns autores sugerem que estes tumores sejam horménio
dependente e assim fémeas intactas ou castradas tardiamente seriam mais
predispostas ao acometimento desta enfermidade (SORENMO et al., 2011; HENRY,
2013).

Nos animais deste estudo, 64,6% (64/99 casos) ndo eram castradas e, além
disso, 49% (46/ 94 casos) apresentavam histérico de pseudociese, sugerindo uma
possivel influéncia dos fatores hormonais no desenvolvimento da neoplasia
mamaria. Outros estudos identificaram uma alta porcentagem de pseudociese
relacionada as neoplasias malignas (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA-FILHO et al.,
2010). Um dado interessante foi o percentual de cadelas nao castradas que
apresentaram carcinomas mamarios (87,5% (56/64 casos). Em relacédo a
administracdo de progestagenos exogenos, 11,76% (10/85 casos) das pacientes
com neoplasias malignas e 9,1% (1/9 casos) com tumores benignos, fizeram uso de
progestagenos, diferindo do observado por Oliveira et al. (2003), os quais
observaram que a administracdo deste farmaco foi maior em relagao aos tumores
benignos do que malignos.

Quanto ao grau de malignidade, 72,9% das cadelas com carcinomas nao

metastaticos apresentaram tumores grau | e 52,2% das cadelas com carcinoma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borge%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%B8rresen-Dale%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lingaas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077404
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metastatico apresentaram tumores grau Il. Além disso, 87,5% (7/8) dos tumores que
recidivaram eram grau Il e Ill. De acordo com Sorenmo et al. (2003), cdes com
tumores de alto grau (lll) tem uma chance maior de desenvolvimento metastatico.

O tamanho do tumor é importante para o estabelecimento do progndstico do
cancer de mama em cadelas. Neste estudo foi observado que 90% das cadelas com
lesbes benignas e 64,3% com carcinomas ndo metastaticos tinham tumores
menores que 3 cm. Ja as cadelas com carcinomas metastaticos, 56,5% tinham
tumores maiores que 5 cm. Assim, alguns autores sugerem que o tamanho tumoral
seja um fator prognéstico independente, uma vez que tumores maiores que 3 cm
tém sido associados com piores prognosticos (SORENMO, 2003; SORENMO et al.
2011).

Nas cadelas com carcinoma metastatico, 60,9% (14/23) apresentaram
metastase em linfonodo regional e 47,8% (11/23) apresentaram metastase a
disténica. Estes resultados diferem do descrito por Pereira et al. (2003) que
afirmaram que as metastases em linfonodos regionais vém em segundo lugar
depois dos pulmdes para a incidéncia de metastases de tumores mamarios nas
cadelas.

Apesar de todas as cadelas terem sido submetidas a mastectomia unilateral,
a recidiva tumoral foi observada em 5,9% (4/68) das pacientes com carcinomas néo
metastaticos e 18,20% (4/22) com carcinomas metastaticos. E valido salientar que
todas as cadelas do grupo metastatico que apresentaram recidivas, também tinham
carcinomas de pior prognostico, tais como, carcinoma sélido e carcinoma
micropapilar. Além disso, estas pacientes também apresentaram tumores com
tamanho entre 3-5 cm ou maiores que 5 cm.

Outro dado interessante observado neste estudo foi que as pacientes com
ulceracao tumoral representaram 7,4% dos carcinomas n&do metastaticos e 31,8%
dos carcinomas metastaticos. As pacientes com lesdes benignas nao apresentaram
ulceracoes. Estes dados corroboram com Oliveira et al. (2003) que verificaram que
72,7% dos tumores de mama ulcerados analisados em seu trabalho estavam
relacionados carcinomas.

Em relagcdo ao tipo histolégico dos tumores, constatou-se que o carcinoma em

tumor misto e o carcinoma tubular foram os tipos predominantes no grupo dos
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carcinomas nao metastaticos, sendo que o primeiro correspondeu a 47,89% dos
casos e o0 segundo a 29,6%, corroborando com os outros trabalhos que citam a alta
frequéncia destes tipos histologicos nas cadelas (CASSALI et al.,, 2011), porém
divergindo do estudo de Sorenmo (2003) em que cita o carcinoma tubular como tipo
histologico mais prevalente em cadelas. Em contrapartida, nos carcinomas
metastaticos, o carcinoma sadlido e o tubular foram os mais prevalentes com 26,1% e
21,73% respectivamente. Os tipos histolégicos micropapilar, anaplasico e complexo
foram os tumores de menor incidéncia, assim como descrito em estudos prévios
(SORENMO, 2003; CASSALI et al.; 2011; GAMBA et al., 2012).

Apesar de o carcinoma micropapilar ser considerado um tumor bastante
agressivo, associado a um progndstico ruim (CASSALI et al.; 2011; GAMBA et al.,
2012), o unico caso deste estudo com este tipo histologico, apresentou sobrevida
de 365 dias, mesmo tendo desenvolvido metastases em linfonodo regional e
cutanea, sendo submetida aos tratamentos cirdrgico e quimioterapico com
doxorrubicina e carboplatina (dois ciclos) e, posteriormente, gencitabina com
carboplatina (4 ciclos). Metastases relacionadas a este tipo histolégico sdo bastante
frequentes (CASSALI et al.; 2011; GAMBA et al., 2012).

O carcinoma anaplasico é outro tipo histolégico também relacionado a um
prognostico ruim devido ao desenvolvimento de recidivas precoces e metastases
(CASSALI et al.; 2011) e, neste estudo, duas pacientes foram diagnosticadas com
este tipo de tumor, e ambas vieram a 6bito, apresentando sobrevida global inferior a
30 dias. Além disso, uma paciente apresentava metastase em linonodo e adrenal, e
a outra em linfonodo e pulmao.

Somando aos achados clinicos e histopatologicos avaliados neste estudo,
marcadores tumorais previamente estudados em mulheres e cadelas (COX-2 e c-
KIT) foram avaliados, visando compreender melhor os mecanismos envolvidos no
processo de carcinogénese do cancer de mama de cadelas.

Na analise da expressao génica da COX-2 foi observada uma alta regulagao
deste gene nas neoplasias (carcinomas mamarios metastaticos e nado metastaticos)
em relacdo a mama normal e lesdes benignas. Estes achados corroboram com o
unico estudo realizado avaliando a expressao génica de COX-2 em cadelas com

carcinomas inflamatoérios, carcinomas nao inflamatérios e mamas normais o qual
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também observou aumento dos niveis de transcritos nos tumores mamarios de pior
prognostico, ou seja, nos carcinomas inflamatérios e nao inflamatérios (CLEMENTE
et al., 2013).

A superexpressao de COX-2 por ser explicada por diferentes mecanismos
como a baixa regulagdo da sua transcricdo e a estabilizacdo do RNA mensageiro
(SUBBARAMAIAH et al., 1996; JANG et al., 2000). Multiplos sinais via sitios de
unido para fatores de transcricdo distintos podem induzir a transcricado da COX-2
(APPLEBY et al., 1994). O RNA mensageiro de COX-2 nédo é estavel devido a
presenga da sequéncia de 116 nucleotideos ricos em AU (1716-nucleotide AU-rich
sequence element — ARE), localizados na regido 3’ ndo traduzida. Interagdo das
proteinas de unido ARE com estas regides facilitam a degradacdo do RNA
mensageiro e inibem sua tradugao (DIXON et al., 2000; COK et al., 2001).

Conforme observado na expressdo proteica de COX-2 nos carcinomas
mamarios, outra explicagdo poderia ser o maior numero de células (incluindo as
células neoplasicas) que sintetizam COX-2 e por isso maiores niveis de transcritos e
de proteina no grupo de carcinomas.

Tem sido relatado que a via de transducdo de sinal induzida pelo estresse
envolvendo RAS /MKK1/ JNK é importante para a estabilizagdo do RNA mensageiro
da COX-2 (JANG et al., 2000). E provavel que um nimero de estimulos influencie a
expressao de COX-2 nos niveis de transcricdo e a estabilidade do RNA mensageiro,
durante o processo de desenvolvimento de neoplasias. Como controles normais de
crescimento sao comprometidos durante a carcinogénese devido a alteracdes
genéticas no ambiente celular, a probabilidade de ocorrer a super expressao da
COX-2 aumenta (BALRAJ SINGH, 2002).

Para o gene c-KIT nao foi observada diferenga significativa na expressao
génica entre os quatro grupos ou quando unidos os grupos tumorais em relagao as
mamas normais. Os resultados obtidos neste estudo diferem do unico trabalho
avaliando a expressao génica de c-KIT em tumores mamarios de cadelas, o qual foi
realizado por Kubo et al (1998), que verificaram que a expressao dos transcritos de
c-KIT foi detectada em 11 tumores mamarios de diagndsticos histopatologicos
diferentes incluindo, adenocarcinomas, tumores benignos e malignos mistos . O

nivel de transcritos em adenocarcinomas foi significativamente maior do que aqueles
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em tumores mistos malignos. Estes autores sugeriram com os resultados que a
elevada expressao de c-KIT poderia ser util para o diagnostico de tumores mamarios
caninos.

A expressdo e a atividade de receptores de tirosina quinase aberrantes
parecem ser fortemente determinadas pela ocorréncia de muitas alteragcdes do DNA,
tais como, mutagdes pontuais, duplicagdo de genes e translocagdo cromossémica
(MADHUSUDAN; GANESAN, 2004). A perda de mediadores inibidores de quinase
ou mutacdes de ativacdo conduz a proliferacao celular e subsequente € comum no
cancer (KONDAPALLI et al., 2005). Em particular, VEGF e VEGFR, o PDGFR e
receptor c-KIT sao os principais fatores pro-angiogénicos envolvidos no
desenvolvimento do cancer de mama (SHCHEMELININ et al., 2006; BUCHDUNGER
et al., 2000; NAKOPOULOU et al., 2002).

Um mesmo receptor tirosina quinase pode, em diferentes células,
desencadear respostas bioldgicas contrarias, 0 que explica que as tirosina quinase
SRC controlem a proliferacdo ou a diferenciagao, dependendo do tipo de célula em
que se expressam (OLIVEIRA E SILVA, 2003).

Outra hip6tese poderia ser que outros receptores relacionados a proliferagao
celular estejam super expressos, como € o0 caso do HER2 em mulheres, e a
proliferagdo celular ser independente do receptor c-KIT, que pode até mesmo sofrer
um feedback negativo em sua expressao.

Em relacdo a anadlise da expressdao da proteina COX-2, foi observada
localizagdo de imunomarcagao citoplasmatica concordando com varios trabalhos
desenvolvidos em cadelas os quais também observaram marcagao citoplasmatica
nas células epiteliais dos tumores mamarios (MILANTA et al, 2006; LAVALLE et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2009; QUEIROGA et al., 2010; CLEMENTE et al., 2013; DE
NARDI, et al, 2013).

Quanto ao percentual de células imunomarcadas (escore) para COX-2 houve
diferenca significativa entre os grupos (p=0,0012), sendo possivel observar que nas
mamas normais 50% (4/8 casos) tiveram escore 0 ou 1 e os tumores benignos
39,3% com escore 1. Ja os carcinomas mamarios nao metastaticos e metastaticos
tiveram, respectivamente, 48,3% e 34,8% dos casos com mais de 75% das células

marcadas (escore 4) e também superexpressao de transcrito para COX-2. Nos
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diversos estudos onde a deteccdo da COX-2 foi efetuada em tumores mamarios
caninos, verificou-se que a porcentagem de tumores positivos € bastante variavel,
havendo autores que referem porcentagens de positividade de 7,1% a 24% para
tumores benignos e de 56% a 76,2% para tumores malignos (DORE et al., 2003;
MOHAMMED et al., 2004; HELLER et al., 2005; QUEIROGA et al., 2011); outros
obtiveram marcagdes positivas muito proximas dos 100% ou mesmo na totalidade
dos casos estudados (MILLANTA et al., 2006; QUEIROGA et al., 2007; DIAS
PEREIRA et al., 2009).

Em relacdo a intensidade da marcacgao, nao houve diferenca estatistica entre
as medianas dos quatro grupos, porém houve diferenga entre a frequéncia relativa
dos quatro grupos avaliados (p=0,0012). 50% das amostras das mamas normais e
32,1% das lesdes benignas ndao apresentaram imunorreatividade e as amostras dos
outros dois grupos (3 e 4) manifestaram, intensidade moderada e forte. Esses
achados corroboram com os descritos por Doré et al. (2003) e Dias Pereira et al.
(2009) e podem ser explicados pelos menores niveis de transcritos de COX-2 em
mamas normais e lesdes benignas.

Quando avaliado o escore final dos grupos na imunomarcagao da COX-2 foi
observada diferenga significativa entre os quatro grupos (p=0,0002). A baixa
expressao foi observada em 100% das mamas normais e 64,3% das lesdes
benignas. Ja nos grupos tumorais, 70% dos carcinomas ndo metastaticos e 52,2%
dos carcinomas metastaticos apresentaram alta expressdo. Outros estudos
obtiveram resultados inferiores (42%) e similares (56%) quanto a porcentagem de
tumores malignos com imunomarcagao positiva para COX-2 (MOHAMMED et al.,
2004; HELLER et al., 2005; MILLANTA et al., 2006; QUEIROGA et al., 2007; Dias
PEREIRA et al., 2009; LAVALLE et al.,, 2009). Além disso, outros trabalhos
revelaram que a glandula mamaria normal ndo expressa COX-2, ou expressa em
niveis muito reduzidos (DORE et al., 2003; MOHAMMED et al., 2004; QUEIROGA et
al., 2007). Resultados discrepantes podem ser justificados por diferentes anticorpos
primarios utilizados para o mesmo antigeno, técnicas diferentes nas etapas de
recuperacao antigénica e sistemas de detecgédo do anticorpo primario.

Na avaliacdo da imunomarcacdao do c-KIT neste estudo foi observada

marcagao citoplasmatica em todos os casos. Alguns estudos realizados em



64

mulheres descrevem que a imunomarcacao desta proteina no tecido mamario pode
ser citoplasmatica ou citoplasmatica membranosa (DIALLO et al.,, 2006; POLAT,
2007; MEDINGER et al.,, 2010). Ndo existem trabalhos descritos na literatura
veterinaria que avaliam a imunomarcagao de c-KIT em tumores mamarios e por isso
nao é possivel realizar uma avaliagcdo comparativa com outros trabalhos em cadelas.

Foi encontrada diferenga significativa na mediana do percentual de células
imunomarcadas (escore) quando comparado o grupo das mamas normais com 0s
carcinomas metastaticos. Foi possivel observar uma diminuigdo do escore com o
aumento da malignidade do tumor, ja que o escore 4 foi observado em 100% das
mamas normais e em 40,9% dos carcinomas metastaticos. Este fato foi observado
em mulheres em estudos realizados por KO et al.(2003), TSUTSUI (2006) e POLAT
(2007) os quais descreveram que em tecidos de tumores de mama primario, a
expressdo do c-KIT foi muitas vezes ausente e o escore foi significativamente
reduzido em comparagao com as dos tecidos mamarios normais e lesdes benignas.
Os resultados da expressao proteica nao refletem os niveis de transcrito. Niveis
mais elevados de proteina podem ser justificados por agdo de miRNA.

Ainda, é possivel considerar que nos casos de carcinoma mamario deste estudo,
a diminuicdo da imunomarcagao do c-KIT pode ter sido devida a presenca de
proteina resultante do c-KIT mutado ndo ser detectada pelo anticorpo utilizado. A
diminui¢cdo da imunoexpressao do c-KIT nos carcinomas mamarios pode indicar que
durante a transformag¢ao maligna do epitélio mamario outros fatores de crescimento
podem colaborar para a diminui¢gao de expressao do c-KIT. Este marcador ndo pode
ser considerado um bom marcador preditivo e progndstico quando avaliado

isoladamente.
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7. CONCLUSAO

A avaliagdo da expressao génica e proteica de COX-2 teve relagdo com a
malignidade do tumor de mama em cadelas, e consequentemente com o pior
prognostico, apesar de nao diferenciar o potencial metastatico dos carcinomas
mamarios em cadelas.

Houve diminuicdo da expressao proteica de c-KIT nos carcinomas mamarios
de cadela, em relacdo a mama normal e lesdes benignas, sem que houvesse uma

correlacdo com os niveis de transcrito deste gene.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho abre portas para novas linhas de pesquisa em oncologia
veterinaria, j@ que o uso da terapia alvo molecular para neoplasias mamarias vem
sendo bastante estudado nos ultimos anos. Associado a isso devemos levar em
consideracao a alta casuista destes tumores na rotina clinica no Brasil.

A partir daqui pretendemos continuar investigando outros marcadores envolvidos
no processo da carcinogénse, além da aplicacdo de novas técnicas diagnosticas
como expressao génica em larga escala, Western Blot, dentre outros. Assim,
poderemos ter maiores informagdes a respeito dos principais genes envolvidos no
desenvolvimento do cancer de mama e das metastases permitindo a identificacdo de
novos marcadores moleculares e, assim, contribuir para um melhor manejo clinico
das pacientes com esta neoplasia, auxiliando na determinagdo do diagndstico
precoce, estadiamento tumoral, deteccdo de recidivas, estabelecimento do

prognostico e na escolha da conduta terapéutica.



67

9. REFERENCIAS

ANDRADE, F. H.; FIGUEIROA, F. C.; BERSANO, P. R.; BISSACOT, D. Z.; ROCHA,
N. S. Malignant mammary tumor in female dogs: environmental contaminants.
Diagnostic Pathology, London, v. 5, p. 45, 2010.

APPLEBY, S. B.; RISTIMAKI, A.; NEILSON, K.; KARKO, K.; HLA, T. Structure of the
human cyclooxygenase-2 gene. Biochemical Journal, n. 302, p. 723-727, 1994.

ARGYLE, D.J. Molecular/targeted therapy of cancer. In: WITHROW, S.J.,
MACEWEN, E.G. Small Animal Clinical Oncology. 4 ed. Philadelphia: WB
Saunders, 2007. p. 236-74.

ARUN B, GOSS P. The role of COX-2 inhibition in breast cancer treatment and
prevention. Seminars in Oncology. v. 31, Sup. 7, p. 22-29, 2004.

AYRES, M. et al. BioEstat 5.0. AplicacOes estatisticas nas areas das ciéncias
biolégicas e médicas. Belém: Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua.
2007. 364p.

SINGH, B.; LUCCI, A. Role of Cyclooxygenase-2 in Breast Cancer. Journal of
surgical research, v. 108, n. 1, p. 173-179, 2002.

BORGE, K. S.; BARRESEN-DALE, A. L.; LINGAAS, F. ldentification of genetic
variation in 11 candidate genes of canine mammary tumour. Veterinary and
Comparative Oncology, Oxford, v. 9, n.4, p. 241-250. 2011.

BRINKHOF, B.; SPEE, B.; ROTHUIZEN, J.; PENNING, L. C. Development and
evaluation of canine reference genes for accurate quantification of gene expression.
Analytical Biochemistry, New York, v. x; 2006.

BUCHDUNGER, E; CIOFFI, C. L.; LAW, N.; STOVER, D.; OHNO-JONES, S,
DRUCKER, B. J. et al. Abl proteintyrosine kinase inhibitor STI571 inhibits in vitro
signal transduction mediated by c-kit and platelet-derived growth factor receptors.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 295, p. 13945,
2000.

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

CLEMENTE, M.; SANCHEZ-ARCHIDONA, A. R.; SARDON, D.; MARTIN-RUIZ, L. D.
A.; CACERES, S.; SASSI, F.; PEREZ-ALENZA, M. D.; ILLERA, J. C.; DUNNER, S.;
PENA, L. Different role of COX-2 and angiogenesis in canine inflammatory and non-
inflammatory mammary cancer. The Veterinary Journal, v. 197, p. 427-432, 2013.

CLIFFORD, C. A. Cancer and non-steroidal drugs. In: Proceedings of North
American Veterinary Conference; Orlando: NAVC, p.619, 2005.



68

COK, S. J.; MORRISON, A. R. The 3’-untranslated region of murine cyclooxygenase-
2 contains multiple regulatory elements that alter message stability and translational
efficiency. The Journal of Biological chemistry, v. 276, p. 23179-85, 2001.

COSTA, C.; SOARES, R.; REIS-FILHO, J.S.; LEITAO, D.; AMENDOEIRA, 1
SCHMITT, F.C. Cyclo-oxygenase 2 expression is associated with angiogenesis and
lymph node metastasis in human breast cancer. Journal of Clinical Pathology, v.
55, p. 429-434, 2002.

DEAN, A. G.; ARNER, T. G.; SUNKI, G. G.; FRIEDMAN, R.; LANTINGA, M;
SANGAM, S.; ZUBIETA, J. C.; SULLIVAN, K. M.; BRENDEL, K. A.; GAO, Z;
FONTAINE, N.; SHU, M.; FULLER, G.; SMITH, D. C.; NITSCHKE, D. A.; FAGAN, R.
F. Epi Info™, a database and statistics program for public health professionals.
CDC, Atlanta, GA, USA, 2011.

DE NARDI, A. B. et al. Neoplasias mamarias. In: DALECK, C. R.; DE NARDI, A. B;;
RODASKI, S. Oncologia em caes e gatos. 1 ed. Sdo Paulo: Roca, 2009. cap. 25, p.
372-383.

DE NARDI, A. B.; RAPOSO, T. M. M.; HUPPES, R. R.; DALECK, C. R.; AMORIM, R.
L. COX-2 Inhibitors for Cancer Treatment in Dogs. Pakistan Veterinary Jounal. v.
31,n.4,p. 275-279, 2011.

DE NARDI, A. B.; DALECK, C. R.; AMORIM, R. L.; HUPPES, R. R.; USCATEGUID,
R. A. R.; RODASKI, S.; CALDERON, C.; NETO, R. T. Expresién de La
ciclooxigenasa-2 en los carcinomas mamarios caninos primarios metastasicos y no
metastasicos. Archivos de Medicina Veterinaria, v.45, p. 311-316, 2013.

DIALLO, R.; RODY, A.; JACKISH, C.; TING, E.; SCHAEFER, K. L.; KISSLER, S. C-
KIT expression in ductal carcinoma in situ of the breast: co-expression with HER-
2/neu. Human Pathology, n. 37, p. 205-11, 2006.

DIAS PEREIRA, P.; LOPES, C. C.; MATOS, A. J.; SANTOS, M.; GARTNER, F.
COX-2 expression in canine normal and neoplastic mammary gland. Journal of
Comparative Pathology, v. 140, p. 247-253, 2009.

DIXON, D. A.; KAPLAN, C. D.; MCINTYRE, T. M.; ZIMMERMAN, G. A.; PRESCOTT,
S. M. Post-transcriptional control of cyclooxygenase-2 gene expression. The role of
the 3’- untranslated region. Journal of Biological Chemistry, v. 275, p. 11750-7,
2000.

DORE, M.; LANTHIER, I.; SIROIS, J. Cyclooxygenase-2 expression in canine
mammary tumors. Veterinary Pathology, v. 40, p. 207-212, 2003.

DORE, M. Cyclooxygenase-2 Expression in Animal Cancers. Veterinary Pathology,
v. 48, n.1, p. 254-265, 2011.



69

ELSTON, C. W.; ELLIS, I. O. Assessment of histological grade. ELSTON CW., ELLIS
|O. Ed. Systemic Pathology. The breast. London: Churchill Livingstone, p. 365-384,
1998.

GAMA, A.; ALVES, A.; SCHMITT, F. Identification of molecular phenotypes in canine
mammary carcinomas with clinical implications: application of the human
classification. Virchows Archives, Berlin, v. 453, n.2, p. 123-132, 2008.

GAMBA, C. O.; DIAS, E. J.; RIBEIRO, L. G.; CAMPOS, L. C.; ESTRELA-LIMA, A;
FERREIRA, E.; CASSALI, G. D. Histopathological and immunohistochemical

assessment of invasive micropapillary mammary carcinoma in dogs: A retrospective
study. The Veterinary Journal, v. 196, n. 2, p. 241-46, 2012.

GROOT, D. J. A;; VRIES, E. G. E.; GROEN, H. J. M.; JONG, S. Non-steroidal anti-
inflammatory drugs to potentiate chemotheraphy effects: from lab to clinic. Critical
Reviews Oncology / Hematology, n. 61, p. 52- 69, 2007.

GROSCH, S. et al. Cyclooxygenase-2 (COX-2) - independent anticarcinogenic
effects of selective COX-2 inhibitors. Journal of the National Cancer Institute, v.
98, n. 11, p.736-747, 2006.

GUIMARAES, M. J.; CARVALHO, M. I.; PIRES, I.; PRADA, J.; GONZALEZ GIL, A;
LOPES, C.; QUEIROGA, F. L. Concurrent Expression of Cyclo-oxygenase-2 and
Epidermal Growth Factor Receptor in Canine Malignant Mammary Tumours. Journal
of Comparative Pathology, p. 1-8, 2013.

GUPTA, G. P.; NGUYEN, D. X.; CHIANG, A. C.; BOS, P. D.; KIM, J. Y.; NADAL, C;
GOMIS, R. R.; MANOVA-TODOROVA, K.; MASSAGUE, J. Mediators of vascular
remodelling co-opted for sequential steps in lung metastasis. Nature, v. 446, p. 765-
770, 2007.

HAYES, A., 2007. Cancer, cyclo-oxygenase and nonsteroidal anti-inflammatory
drugs — can we combine all three? Veterinary and Comparative Oncology 5, 1-13.

HELLER, D.A., CLIFFORD, C.A., GOLDSCHMIDT, M.H., HOLT, D.E., SHOFER,
F.S., SMITH, A., SORENMO, K.U., 2005. Cyclooxygenase-2 expression is
associated with histologic tumor type in canine mammary carcinoma. Veterinary
Pathology 42, 776-780.

HENRY, C. J. Chemical, physical, and hormonal factors. In: WITHROW, S. J;
MACEWEN, E. G. Small animal clinical oncology. 5. ed. Saunders: St. Louis,
2013, cap. 1,p. 15-20.

HWANG, D.; SCOLLARD, D.; BYRNE, J.; LEVINE, E. Expression of
cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 in human breast cancer. Journal of the
National Cancer Institute, v. 90, n. 6, p. 455-60, 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gamba%20CO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dias%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ribeiro%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campos%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Estrela-Lima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferreira%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cassali%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23031308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23031308

70

INCA (Instituto Nacional do Céncer). Tipos de céancer: Mama. Rio de Janeiro:
Ministério da Saude; 2011. Acesso em 10 de dezembro de 2013. Disponivel em:
http://www.inca.gov.br

JANG, B. C.; SANCHEZ, T.; SCHAEFERS, H. J.; TRIFAN, O. C.; LIU, C. H;
CREMINON, C.; HUANG, C. K.; AND HLA, T. Serum with drawal-induced post-
transcriptional stabilization of cyclooxygenase-2 mRNA in MDA-MB-231 mammary
carcinoma cells requires the activity of the p38 stress-activated protein kinase.
Journal of Biological Chemistry, v. 275, p. 39507, 2000.

JARK, P.C.; MACHADO, L.H.A.; SAKATE, M.; CALAZANS, S.G.; CAPUA, M.L.B;;
TINUCCI-COSTA, M.; DE NARDI, A.B. Inibidores de receptor de tirosina quinase no
tratamento de mastocitoma em cées — revisdo. Clinica Veterinaria, v.99, p.50-57,
2012.

JUNG, J. E. Expressao dos genes BRAF e c-kit e sua correlagdao com fatores
prognoésticos em melanomas cutaneos. 2010. 79f. Tese (Doutorado em Ciéncias
da Saude) - Universidade Federal do Parana, Parana, 2010.

KANAOKA, S.; TAKAI, T.; YOSHIDA, K. Cyclooxygenase-2 and tumor biology.
Advances in Clinical Chemistry, v. 43, p.59-78, 2007.

KLOPFLEISCH, R.; GRUBER, A. D. Increased expression of BRCA2 and RAD51 in
lymph node metastases of canine mammary adenocarcinomas. Veterinary
Pathology, v. 46, p. 416-422, 2009.

KLOPFLEISCH, R.; EULER, VON H.; SARLI, G; PINHO, S. S.; GARTNER, F;
GRUBER, A. D. Molecular Carcinogenesis of Canine Mammary Tumors: News From
an Old Disease. Veterinary Pathology , v. 48, n. 1, p. 98-116, 2011.

KO, C. D., KIM, J. S.; KO, B.G., SON, B.H.; KANG, H.J.; YOON, H.S. The meaning
of the c-KIT proto-oncogene product in malignant transformation in human mammary
epithelium. Clinical & Experimental Metastasis, v. 20, p. 593-597, 2003.

KONDAPALLI, L.; SOLTANI, K.; LACOUTURE, M. E. The promise of molecular
targeted therapies: protein kinase inhibitors in the treatment of cutaneous
malignancies. Journal of the American Academy of Dermatology, v. 53, p. 291-
302, 2005.

KUBO, K; MATSUYAMA, S.; KATAYAMA, K.; TSUTSUMI, C.; YONEZAWA, K,
SHIMADA, T.; KOTANI, T.; SAKUMA, S.; OHASHI, F.; TAKAMORI, Y. Frequent
expression of the c¢-KIT Proto-oncogene in canine malignant mammary tumor. The
Journal of Veterinary Medical Science / the Japanese Society of Veterinary
Science, v. 60, n. 12, p. 1335-1340, 1998.

LANA S. E.; RUTTEMAN, G. R.; WITHROW, S. J. Tumors of the mammary gland. .
In: WITHROW, S.J.,, MACEWEN, E.G. Small Animal Clinical Oncology. 4 ed.
Philadelphia: W. B. Saunders Company. 2007, p. 619-636.


http://www.inca.gov.br/
http://europepmc.org/search;jsessionid=ziBkM5ZSNcsIUF0OyTYC.12?page=1&query=ISSN:%220916-7250%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=ziBkM5ZSNcsIUF0OyTYC.12?page=1&query=ISSN:%220916-7250%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=ziBkM5ZSNcsIUF0OyTYC.12?page=1&query=ISSN:%220916-7250%22

71

LAVALLE, G. E; BERTAGNOLLI, A. C.; TAVARES, W. L. F.; CASSALI, G. D. COX-2
Expression in Canine Mammary Carcinomas: Correlation with Angiogenesis and
Overall Survival. Veterinary Pathology, v. 46, p. 1275-1280, 2009.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analélsis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2*°“T method. Methods, San Diego, v. 25, p.
402-408. 2001.

LLORET A. The use of cox-2 drugs in oncology: clinical case. In: Proceedings of
Southern European Veterinary Conference, 2008, Barcelona. Barcelona: Avepa;
2008.

LONDON, C.A. Tyrosine kinase inhibitors in veterinary medicine. Topic in
Companion Animal Medicine, v. 24, p.106-112, 2009.

LORENZOVA, J.; CRHA, M.; KECOVA, H.; URBANOVA, L.; STAVINOHOVA, R.;
NECAS, A. Patient survival periods and death causes following surgical treatment of
mammary gland tumours depending on histological type of tumour: Retrospective
study of 221 cases. Acta Veterinaria, v. 79, p. 289-297, 2010.

MADHUSUDAN, S.; GANESAN, T. S. Tyrosine kinase inhibitors in cancer therapy.
Clinical Biochemistry, v. 37, p. 618-35, 2004.

MEDINGER, M.; KLEINSCHMIDT, M.; MROSS, K.; WEHMEYER, B.; UNGER, C;
SCHAEFER, H. E.; WEBER, R.; AZEMAR, M. c-KIT (CD117) Expression in Human
Tumors and its Prognostic Value: An Immunohistochemical Analysis. Pathol. Oncol.
Res, v. 16, p. 295-301, 2010.

MIETTINEN, M.; LASOTA, J. KIT (CD117): a review on expression in normal and
neoplastic tissues, and mutations and their clinicopathologic correlation. Applied
immunohistochemistry & molecular morphology, v. 13, n. 3, p. 205-220, 2005.

MILANTA, F.; CITl, S.; DELLA SANTA, D.; PORCIANI, M.; POLI, A. Cox-2
expression in canine and feline invasive mammary carcinomas: Correlation with
clinicopathological features and prognostic molecular markers. Breast Cancer
Research and Treatment, v. 98, p. 115-120, 2006.

MISDORP, W. et al. Histological classification of mammary tumors of the dog
and the cat. 2. ed. Washington: Armed Forces Institute of Pathology, 1999, v. 7, 59
p.18-27.

MOHAMMED, S. |.; BENNETT, P. F.; CRAIG, B. A.; GLICKMAN, N. W.; MUTSAER,
A. J.; SNYDER, P. W. Effects of the Cyclooxygenase inhibitor, Piroxican, on tumor
response, apoptosis, and angiogenesis in a canine model of human invasive urinary
bladder cancer. Cancer Research. v. 62, p. 356-358, 2002.

MOHAMMED, S. I.; KHAN, K. N. M.; SELLERS, R. S. Expression of cyclooxygenase-
1 and 2 in naturally occurring canine cancer. Prostaglandins Leukotrienes and
Essential Fatty Acids, v. 70, p. 479-483, 2004.



72

MORRIS, P. G.; ABREY, L. E. Novel targeted agents for platelet-derived growth
factor receptor and c-KIT in malignant gliomas. Targeted Oncology, v. 5, p.193-200,
2010.

MUNDIM, F. G. L., LOGULLO, A. F. Role of the expression of the tyrosine kinase
receptor KIT in invasive ductal carcinomas of the breast. Applied Cancer Research,
v. 29, n. 2, p. 50-57, 2009.

NAKOPOULOU, L.; STEFANAKI, K.; PANAYOTOPOULOU, E.; GIANNOPOULOU,
l.; ATHANASSIADOU, P.; GAKIOPOULOU-GIVALOU, H. Expression of the vascular
endothelial growth factor receptor-2/FlIk-1 in breast carcinomas: correlation with
proliferation. Human Pathology, v. 33, p. 863-70, 2002.

NAVEGA, P.R.S. Mastocitoma em canideos: estudo restrospectivo. Dissertacido
(Mestrado integrado em Medicina Veterinaria). 2011. 102 f. Universidade Técnica de
Lisboa, Lisboa, 2011.

NOVOSAD, C.A. Principles of treatment for mammary gland tumors. Clinical
Technical Small Animals Practice, v.18, n.2, p.107-109, 2003.

OLIVEIRA E SILVA, A. F. S. Expressao de c-KIT (cd 117) em lesdes benignas e
malignas de mama. Dissertagdo (Mestrado em Medicina). 2003. 76 f. Universidade
do Porto, Porto, 2003.

OLIVEIRA, L. O.; OLIVEIRA, R. T.; LORETTI, A. P.; RODRIGUES, R.; DRIEMEIER.
Aspectos epidemioldgicos da neoplasia mamaria canina. Acta Scientiae
Veterinariae, Porto Alegre, v. 31, n. 2, p. 105-110. 2003.

OLIVEIRA-FILHO, J. C.; KOMMERS, G. D.; MASUDA, E. K.; MARQUES, B. M. F. P.
P.; FIGHERA, R. A. IRIGOYEN, L. F. BARROS, C. S. L. Estudo retrospectivo de
1647 tumores mamarios em caes. Pesquisa. Veterinaria. Brasileira, Seropédica, v.
30, n. 2, p. 177-185, 2010.

OWEN, L. N. The TNM classification of tumors in domestic animals. 1 ed. Geneva:
World Health Organization, 1980.

PEREIRA, C. T.; RAHAL, S. C.; BALIEIRO, J. C.C.; RIBEIRO, A. A. C. M. Lymphatic
Drainage on Healthy and Neoplasic Mammary Glands in Female Dogs: Can it Really
be Altered? Anat. Histol. Embryol, v. 32, p. 282-290 2003.

PEREIRA, P. D et al. COX-2 expression in canine normal and neoplastic mammary
gland. Journal of Comparative Pathology, Vol. 140, p. 247-253, 20009.

PEREZ-ALENZA, D. Relation between habitual diet and canine mammary tumors in
a case-control stud. Journal of Veterinary Internal Medicine, v. 12, n. 3, p. 132-
139, 1998.

PHILIBERT, J. C.; SNYDER, P. W.; GLICKMAN, N.; GLICKMAN, L. T.; KNAPP, D.
W.; WATERS, D. J. Influence of host factors on survival in dogs with malignant



73

mammary gland tumors. Journal of Veterinary Internal Medicine, Philadelphia, v.
1, p. 102-106, 2003.

POLAT, A. c-KIT expression in columnar cell lesions of the breast ac- companied by
benign and malignant breast diseases. Pathology - Research and Practice, v. 203,
p. 765-9, 2007

QUEIROGA, F. L.; ALVES, A.; PIRES, I. Expression of Cox-1 and Cox-2 in canine
mammary tumors. Journal of Comparative Pathology. v. 136, p.177-185, 2007.

QUEIROGA, F.L.; PIRES, I.; LOBO, L.; LOPES, C.S. The role of Cox-2 expression in
the prognosis of dogs with malignant mammary tumours. Research Veterinary
Science, v. 88, n. 3, p. 441-445, 2010.

QUEIROGA, F.L.; PIRES, I.; PARENTE, M.; GREGORIO, H.; LOPES, C.S. COX-2
overexpression correlates with VEGF and tumour angiogenesis in canine mammary
cancer. Veterinary Journal, v. 189, n. 1, p. 77-82, 2011.

RAHAL, S. C.; HOSSNE, W. S.; TEIXEIRA, E. M. S. Uso da fluoresceina na
identificacdo dos vasos linfaticos superficiais das glandulas mamarias em cadelas.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 25, n. 2, p. 251-254, 1995.

RANIERI, G.; PANTALEO, M.; PICCINNO, M.; RONCETTI, M.; MUTINATI, M
MARECH, |.; PATRUNO, R.; RIZZO, A.; SIORSCI, R. L. Tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) in human and pet tumours with special reference to breast cancer: A
comparative review. Critical Reviews in Oncology/Hematology, v. 88, p. 293-308,
2013.

RAPOSO, T. M.M.; TERRA, E. M.; VARALLO, G. R.; TINUCCI-COSTA, M.; DE
NARDI, A. B.; LAUFER-AMORIM, R. Estudo da relacdo da influéncia hormonal na
incidéncia de neoplasias mamarias em cadelas atendidas no hospital veterinario da
UNESP de Jaboticabal no ano de 2011.In: ONCOVET, VII, 2012, Jodo Pessoa.
Anais. Jodao Pessoa: ONCOVET, 2012.

RIBEIRO, L. G. R.; DAMASCENO, K. A.; COSTA NETO, J. M.; D’ASSIS, M. J. M. H_;
COSTA, A. T.; SILVA, N. S.; AGUIAR, P. H. P.; CASSALI, G. D.; ESTRELA-LIMA, A.
Expressao da cox-2 nos carcinomas mamarios de cadelas. Veterinaria em Foco,
v.6, n.2, p. 134-139, 2009.

SHCHEMELININ, I.; SEFC, L.; NECAS, E. Protein kinase inhibitors. Folia Biologica,
v. 52, p. 137-48, 2006.

SORENMO K. Canine mammary gland tumors. Veterinary Clinics of North
America: Small Animal Practice, Philadelphia, v. 33, p. 573-596. 2003.

SORENMO, K. U; WORLEY, D. R.; GOLDSCHMIDT, M. H. Tumors of the mammary
gland. In: WITHROW, S. J.; MACEWEN, E. G. Small animal clinical oncology. 5.
ed. Saunders: St. Louis, cap. 27, p. 538-547, 2013.



74

SOTANI, M.; ISHIDA, N.; TOMINAGA, M. Effect of tyrosine kinase inhibition by
imatinib mesylate on mast cell tumors in dogs. Journal of Veterinary Internal
Medicine, v. 22, p. 985-988, 2008.

SOUZA, C. H. M.; TOLEDO-PIZA; AMORIM, R; BARBOZA, A; TOBIAS, K. M.
Inflammatory mammary carcinoma in 12 dogs: Clinical features, cyclooxygenase-2
expression, and response to piroxicam treatment. Canadian Veterinary Journal, v.
50, p.506 - 510, 20009.

SUBBARAMAIAH, K.; TELANG, N.; RAMONETTI, J. T.; ARAKI, R.; DEVITO, B,
WEKSLER, B. B.; DANNENBERG, A. J. Transcription of cyclooxygenase-2 is
enhanced in transformed mammary epithelial cells. Cancer Research, v. 56, p.
4424, 1996.

THURSON, G.; GALE, N. W. Vascular endothelial growth factor and other signaling
pathways in developmental and pathologic angiogenesis. Internal Journal
Hematology, v. 80, p 7-20, 2004.

TSUTSUI, S.; YASUDA, K.; SUZUKI, K.; TAKEUCHI, H.; NISHIZAKI, T.; HIGASHI,
H.; ERA, S. A loss of c-kit expression is associated with an advanced stage and poor
prognosis in breast cancer. British Journal of Cancer, v. 94, p.1874—-1878, 2006.

VANDESOMPELE, J.; DE PRETER, K.; PATTYN, F.; POPPE, B.; VAN ROY, N.; DE
PAEPE, A.; SPELEMAN, F. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR
data by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biology,
London, v. 3, n. 7. 2002.

WILLMORE-PAYNE C, HOLDEN JA, CHADWICK BE AND LAYFIELD LJ: Detection
of c-Kit exons 11- and 17-activating mutations in testicular seminomas by high-
resolution melting amplicon analysis. Modern Pathology, v. 19, n. 9, p. 1164-1169,
2006.

YAMADA, O.; KOBAYASHI, M.; SUGISAKI, O.; ISHII, N.; ITO, K.; KUROKI, S
SASAKI, Y.; ISOTANI, M.; ONO, K.; WASHIZU, T.; BONKOBARA, M.; Imatinib
elicited a favorable response in a dog with a mast cell tumor carrying a c-kit
c.1523A>T mutation via suppression of constitutive KIT activation. Veterinary
Immunology and Immunopathology, v.142, p. 101-106, 2011.

YARED, M. A.; MIDDLETON, L.P.; MERIC, F.; CRISTOFANILI, M.; SAHIN, A. A.
Expression of c-KIT proto-oncogene product in breast tissue. Breast Journal, v. 10,
n. 4, p. 323-327, 2004.

ZAIDAN-DAGLI, M. L. The search for suitable prognostic markers for canine
mammary tumors: A promising outlook. Veterinary Journal, London, v. 177, p. 3-5,
2008.



APENDICE

75



76

APENDICE A - Questionario dirigido aos proprietarios de cadelas incluidas no

experimento

ESTUDO SOBRE NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

Nome do Animal: RG HV:

Idade: Raga:

Proprietario:

Telefone: Cidade:

Castrada: ( ) Sim ( ) Nao

Tempo de Evolugao: Ulcerado: ( )Sim () Nao

Metastase: ( ) Sim ( ) Nao Local:

Recidiva: ( ) Sim ( )Nao Uso prévio de contraceptivos: ( ) Sim ( ) Nao

Conformagao (estado corporal):

( )Magro ( )Normal ( )Sobrepeso

Ciclo estral:
( )6/6 meses
( )Menor que 6 meses
( )Maior que 6 meses
( )Ndo e observado

(0]« LR

(D 0] - Tot: To e [o =X 1 o 3 (o [ = 1) AT USRI
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[Ty 0 1Y o T T o ¥ Ty o LU
Numero médio de filhotes Por Parto: ...........ccocciiie i
Tipo de parto:

( )Normal ( )Cesariana
AlteragOes patoldgicas com fetos (filhotes):

( )Nao (1 )SIM. QUL .t e et s eaee s

Apresentagao de pseudociese:

( )Nao [ ] 4 TR B =T [V T=T g o - TSP

Em caso de pseudociese:
( )Com produgcdo lactea

( )Sem produgao lactea

Mastite clinica:
( )N3o diagnosticada
( )JUma vez
( )Duas vezes

( )Trés ou mais vezes

(0 T 11 o 3SR
Presenca de Secregao MamMAria: ...........oooiiiiiiiiiiiie et eeee e e e e e e be e e
Presenca de outros tumores: ..................... (oY or: | TP
Alteragdo comportamental apds a observagao do tumor:..............ccoccuvvieeeeiieeeececiieeee e

Ocorréncia de tumor mamario em ascendentes ou descendentes com tumor mamario:

[ Y12 0 T O LUT= 1 s ST P



( )Ndo

( )N3o sabe informar

Ocorréncia de ascendentes ou descendentes com outros tipos de tumores:

( )Nao

( )Nao sabe informar

L0 ] o1 TSP SPR
ESQUERDA
TAMANHO
Esquerda Direita
M1: M1:
M2: M2:
M3: M3:
M4 M4
MS5: MS5:
Linfonodo: Linfonodo:

DATA:

POS-GRADUANDO RESPONSAVEL PELA COLETA:

DIREITA
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APENDICE B - Dados clinicos (raca, idade, castracdo, pseudociese e uso de
contraceptivos) das pacientes pertencentes aos grupos 2, 3 e 4.

Quadro 1 B. Dados clinicos (raga, idade, castragdo, pseudociese e uso de
contraceptivos) das pacientes pertencentes aos grupos 2, 3 e 4. Jaboticabal, 2014.

GRUPO RACA IDADE STATUS PSEUDOCIESE | CONTRACEPTIVOS
REPRODUTIVO
2 SRD 11a Nao Nao Sim
2 Cocker 7a Sim Nao Néo
2 Boxer 6abm Sim Sim Sim
2 Rottweiller 7a Nao Nao Néo
2 Poodle 7a Nao Néo Néo
2 Poodle 9a Nao Néo Nao
2 SRD 11a Nao Néo Néo
2 Rottweiller 8a Nao Néo Néo
2 Cocker Spainel 10a Sim Sim Nao
2 Wire Fox Terrier 10a Nao Sim Sim
2 SRD 13 a Nao Sim Nao
2 PittBull 11a Sim Sim Nao
2 SRD 7a Nao Sim Néo
2 SRD 7a Nao Sim Néo
2 Poodle 16 a Nao Sim Néo
2 Labrador 10a Nao Nao Néo
2 Fox Paulistinha 8a Nao Néo Nao
2 Cocker 11a Nao Néo Sim
2 Fox Paulistinha 7a Nao Néo Nao
2 Cocker 9a Nao Néo Nao
2 SRD 7a Sim Sim Nao
2 Pastor Alemao S/H S/H S/H S/H
2 Daschund S/H S/H S/H S/H
2 Maltés 8a Nao Sim Néo
2 SRD S/H S/H S/H S/H
2 SRD 20a Nao Néo Néo
2 Poodle 10a Nao Néo Néo
2 SRD 17 a Nao Nao N&o
2 Rottweiller 11a nao Sim N&o
2 Poodle 7a S/H S/H S/H
3 Rottweiller 8a Nao Nao N&o
3 Daschund 10 a Nao Sim Nao
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Pastor Alemao
SRD
Cocker Spaniel
SRD
Rottweiller
Daschund
Poodle
Wire Fox Terrier
SRD
SRD
Labrador
SRD
SRD
Poodle
Poodle
Poodle
Boxer
Cocker Spaniel
Boxer
SRD
Poodle
Poodle
Poodle
Pastor Alemao
Cocker Spaniel
Cocker Spaniel
Poodle
Labrador
Boxer
Beagle
Pinscher
Cocker Spaniel
SRD
Pit Bull
SRD
SRD
Lhasa apso
SRD

10 a
11a
10 a
9a
7a
7a
13 a
10 a
12 a
7a
9a
11a
11a
12 a
9a
12 a
7a
12 a
9a
8a
12 a
16 a
11a
11a
8a
10 a
7a
10 a
10a
7a
12 a
11a
12 a
12 a
13 a
11a
10 a
5a

Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
N&o
N&o
Sim
Né&o
Né&o
Sim
Sim
Néao
Sim

Sim

Néo
Néo
Sim
Néo
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Néo
Sim
Néo
Néo
Néo
Sim
Néo
Sim
Néo
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Néo
Néo
Néo
Néo
S/H
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao

Sim

Sm

Sim
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3 Lhasa apso 13 a Sim Sim Nao
3 Fox Paulistina 8a Nao S/H S/H
3 Pinscher 11a Sim Nao Nao
3 SRD 12a Sim Sim Sim
3 Poodle 9a Nao Nao Nao
3 Poodle 10 a Nao Sim Sim
3 SRD 9a Nao Néo Néo
3 Poodle 12a Sim S/H Nao
3 Boxer 8a Nao Sim Néo
3 Daschund 9a Nao Sim Sim
3 Bulldog 8a S/H S/H S/H
3 Poodle 14 a S/H S/H S/H
3 Maltés 8a Nao Sim Nao
3 SRD 12a Sim Nao Nao
3 Daschund 10 a Nao Sim Nao
3 Poodle 10 a Nao Nao Nao
3 SRD 12a Nao Sim S/H
3 Cocker Spaniel 12 a Sim Néo S/H
3 Poodle 12a Sim Nao Néo
3 SRD 12a Sim Sim Néo
3 Pinscher 1a6m Nao Néo Néo
3 SRD 10a Nao Sim Néo
3 SRD 17 a Nao Néo Néo
3 Cocker Spaniel 7a Nao Néo S/H
3 Pit Bull 10a Sim S/H Nao
3 SRD 15a S/H S/H S/H
3 SRD 13a Nao Néo Sim
3 Pinscher 13a Sim Néo Nao
3 Pastor Alemao 14 a Nao Sim Sim
3 SRD 9a Nao Sim Néo
3 SRD 9a Nao Néo Néo
4 Pinscher 10a Nao Sim Néo
4 SRD 10a Nao Néo Néo
4 Pastor Aleméo 12 a Néao Nao N&o
4 Poodle 12 a Sim Nao Néo
4 SRD 7a Sim Nao Néo
4 Akita 12 a Néao Nao N&o
4 Cocker Spaniel 11a Nao Nao Nao
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4 Cocker Spaniel 12 a Sim Sim Nao
4 Poodle 11 a Nao Sim Nao
4 SRD 15a Sim Nao Nao
4 Pit Bull 11a Sim Sim Nao
4 Poodle 11a Sim Nao Néo
4 Poodle 11a Nao Sim Nao
4 Poodle 13 a Sim Sim Nao
4 Daschund 12 a Nao Sim Nao
4 SRD 14a 7m Sim Sim Sim
4 SRD 6a Nao S/H S/H
4 Pastor Belga 11a Nao Nao Nao
4 Pinscher 9a Nao Sim Néo
4 SRD 14 a Nao Sim Nao
4 Daschund 11a Nao Sim Nao
4 Cocker Spaniel 9a S/H S/H S/H
4 SRD 13 a Néo Sim Néo

Grupo 2: lesbes benignas, grupo 3: carcinomas nao metastaticos e grupo 4: carcinomas
metastaticos. Status reprodutivo (castragédo): Sim (castrada) e Nao (ndo castrada). a: anos

de idade, m: meses de idade e S/H: animais sem historico.
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APENDICE C - Parametros clinicos (recidiva, ulceragéo, tamanho tumoral, status nodal e
tratamento) das pacientes dos grupos 3 e 4.

Quadro 1 C. Parametros clinicos (recidiva, ulceragdo, tamanho tumoral, status nodal e
tratamento) das pacientes dos grupos 3 e 4. Jaboticabal, 2014.

TAMANHO STATUS
GRUPO | ULCERACAO | RECIDIVA TUMORAL NODAL TRATAMENTO
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Sim Nao T2 0 Cirurgia
3 Nzo Nao T 0 Cirurgia + QT
3 Nzo Nao T3 0 Cirurgia
3 Sim Nzo T2 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
3 Nao N&o T3 0 Cirurgia + QT
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao N&o T1 0 Cirurgia
3 Nao N&o T2 0 Cirurgia
3 Nao N&o T2 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Sim Nao T2 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Sim T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Sim Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
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3 Néao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 N&o Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Néo Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Néo Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
3 Sim Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 S/H Nao T 0 Cirurgia
3 S/H S/H S/H S/H Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao S/H T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Sim T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Sim T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
3 Nao S/H T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 X Néo T3 0 Cirurgia + QT
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Sim T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T3 0 Cirurgia
3 Nao Nao T1 0 Cirurgia
3 Nao Nao T2 0 Cirurgia
4 Sim Nao T3 0 Cirurgia + QT
4 Sim Nao T3 1 Cirugia
4 Sim Nao T2 0 Cirurgia + QT
4 Nao Sim T2 1 Cirurgia + QT
4 Nao Nao T3 0 Cirurgia
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4 Nao Sim T3 1 Cirurgia + QT
4 Néao Nao T1 1 Cirurgia

4 Néao Sim T1 0 Cirurgia

4 Nao Nao T1 1 Cirurgia + QT
4 Nao Nao T2 0 Cirurgia

4 Nao Nao T1 0 Cirurgia

4 Sim Nao T3 1 Cirurgia

4 Nao Sim T3 1 Cirurgia + QT
4 Nao Nao T1 0 Cirurgia

4 Nao Nao T3 1 Cirurgia + QT
4 Sim Nao T3 1 Cirurgia

4 Sim Nao T3 1 Cirurgia + QT
4 Nao Nao T3 0 Cirurgia

4 Nao Nao T3 1 Cirurgia

4 Sim Nao T3 0 Cirurgia

4 Nao Nao T1 1 Cirurgia

4 S/H S/H T3 1 Eutanasia
4 Nao Nao T1 1 Cirurgia

Grupo 3: carcinoma néao metastatico e grupo 4: carcinoma metastatico. Tamanho tumoral
(T1: tumor < 3 cm; T2: tumor 3-5 cm e T3: tumor > 5cm. Status nodal (0: sem metastase
em linfonodo regional e 1: com metastase em linfonodo regional), S/H: sem histérico e QT

(quimioterapia).
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APENDICE D - Tipo histoldgico, grau de malignidade e estadiamento clinico dos tumores
das pacientes dos grupos 3 e 4.

Quadro 1 D. Tipo histologico, grau de malignidade e estadiamento clinico
dos tumores das pacientes dos grupos 3 e 4. Jaboticabal, 2013.

GRUPO TIPO HISTOLOGICO * GRAU TNM ESTADIO
3 Ca papilar Il T3NOMO 11
3 Ca tubular I T3NOMO Il
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca solido Il T3NOMO 1]
3 Ca em tumor misto Il T2NOMO Il
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca papilar I T3NOMO 11
3 Ca papilar I T2NOMO Il
3 Ca em tumor misto Il T2NOMO Il
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T2NOMO Il
3 Ca papilar Il T3NOMO [l
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T2NOMO I
3 Ca em tumor misto I T2NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca tubular Il T2NOMO Il
3 Ca papilar Il T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Cain situ T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T3NOMO Il
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto Il T3NOMO 11
3 Ca tubular Il T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca solido I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca tubular Il T1NOMO I




3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T3NOMO 11
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T3NOMO 11
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca papilar Il T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca solido I T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca tubular I T2NOMO Il
3 Ca em tumor misto 1 T3NOMO 11
3 Ca tubular I T3NOMO 11
3 Ca solido 1 T1NOMO I
3 Ca sélido 11 S/H S/H
3 Ca complexo I T1NOMO I
3 Ca tubular [ T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca papilar invasor I T3NOMO [l
3 Ca tubular [ T1NOMO I
3 Ca tubular [ T2NOMO Il
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto I T2NOMO Il
3 Ca tubular I T1NOMO I
3 Ca solido 1 T3NOMO 1]
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca tubular Il T1NOMO I
3 Ca solido Il T3NOMO 1]
3 Ca em tumor misto I T1NOMO I
3 Ca em tumor misto | T2NOMO I
4 Ca em tumor misto I T3NOMA1 \%
4 Ca solido Il T3N1MO v
4 Ca tubular Il T2NOMO \%
4 Ca solido 1 T2N1MO v
4 Ca solido Il T3NOM1 V
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4 Ca papilar Il T3N1MO v
4 Ca solido Il T1IN1M1 vV
4 Ca solido Il T1NOMO \Y,
4 Ca tubular I TIN1MO v
4 Ca em tumor misto I T2NOM1 \Y,
4 Ca papilar Il T1NOMA1 \Y
4 Ca solido Il T3N1MO v
4 Ca micropapilar 1 T3N1M1 \
4 Ca tubular Il T1NOMA1 \Y,
4 Ca em tumor misto I T3N1MO v
4 Ca anaplasico 1 T3N1M1 \
4 Caem tumor misto I T3N1MO v
4 Ca tubular I T3NOM1 \%
4 Ca complexo I T3N1MO v
4 Ca tubular Il T3NOM1 V
4 Ca complexo Il TIN1MO v
4 Ca anaplasico Il T3N1M1 \
4 Ca papilar I TIN1MO \Y%

SH: sem histérico. Ca= carcinoma. Classificacdo histopatolégica de acordo
com Cassali et al., 2011, estadiamento clinico tumoral de acordo com Lana
et al., 2007 e graduagao histoldgica Nottingham modificado por Elston e Ellis
(1998), respectivamente.




