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JORGE, M.F. Caracterizacdo histopatoldégica e marcadores imuno-
histoquimicos no cancer de mama de gatas. Botucatu, 2016. 113p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As neoplasias mamaérias das gatas frequentemente sdo malignas e agressivas,
sendo os tipos mais comuns classificados como carcinomas tubulopapiliferos,
sélidos e cribriformes. O grau histologico tem relagdo com o comportamento
biologico desses tumores. No entanto poucos estudos tem abordado a cinética
celular, a expressdo de marcadores epiteliais e mioepiteliais, ou mesmo de
moléculas de adeséo e suas relagbes com a agressividade tumoral. Assim, o
objetivo deste trabalho foi relacionar o tipo histolégico dos carcinomas
mamarios das gatas e seus graus histolégicos com os indices proliferativos e
apoptoticos, e a expressao imuno-histoquimica de CK14, alfa-SMA, E-caderina
e P-caderina. Foram utilizadas 31 amostras de carcinomas mamarios de gatas.
Submetidas a técnica imuno-histoquimica indireta com os anticorpos Ki-67,
caspase-3-clivada, CK14, alfa-SMA, E-caderina e P-caderina. Predominaram
as gatas SRD, com média de idade de 12 anos. Em frequéncia, o percentual
dos tipos histolégicos foi: 42%, 45,50% e 12,50% para 0s carcinomas
tubulopapiliferos, sélidos e cribriforme; e foi de 9,65%, 41,95% e 48,80%, para
os graus I, Il e lll, respectivamente. Os carcinomas tubulopapiliferos mostraram
indice mitotico inferior aos carcinomas solidos, assim como os carcinomas de
grau | em relacdo aos de grau Il e Ill. A caracteristica basal (CK14 +) foi
frequente nesses carcinomas. O subtipo complexo (alfa-SMA + ou alfa-
SMA/CK14 +/-) é raro. Houve perda da expressao de E-caderina a medida que
se torna mais agressivo. A P-caderina teve alta expressada independente do

tipo histolégico ou grau da neoplasia.

Palavras-chave: CK14; Caderinas; indice Apoptético; indice Mitético; indice

Proliferativo.



Xii

JORGE, M.F. Histopathological characterization and
immunohistochemical markers in cats of breast cancer. Botucatu, 2016.
113p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Mammary tumors of the cats are often malignant and aggressive, the most
common types classified as tubulopapillary, solid and cribriform carcinomas.
The histological grade is related to the biological behavior of these tumors.
However few studies have addressed the cell kinetics, the expression of
epithelial and myoepithelial markers, or adhesion molecules and their
relationship with tumor aggressiveness. The objective of this study was to
correlate the histologic type of breast carcinomas of the cats and their
histological grades with proliferative and apoptotic indices, and
immunohistochemical expression of CK14, alpha-SMA, E-cadherin and P-
cadherin. 31 samples of breast carcinomas cats were used. Subjected to
indirect immunohistochemical technique with antibodies Ki-67, caspase-3,
cleaved CK14, alpha-SMA, E-cadherin and P-cadherin. Predominated SRD
cats, with a mean age of 12 years. In frequency, the percentage of histological
types was 42%, 45.50% and 12.50% for tubulopapillary, solid and cribriform
carcinomas; and it was 9.65%, 41.95% and 48.80% for grades I, Il and llI,
respectively. The tubulopapillary carcinomas showed mitotic index lower than
the solid carcinomas, as well as grade | carcinomas compared to levels Il and
[ll. The basal feature (CK14 +) was common in these carcinomas. The complex
subtype (alpha-SMA + or alpha-SMA / CK14 +/-) is rare. There was a loss of E-
cadherin expression as it becomes more aggressive. The P-cadherin was

expressed high regardless of histological type or grade of cancer.

Key words: CK14; Cadherins; Apoptotic index; Mitotic index; Proliferative

Index.



1 INTRODUCAO

A oncologia na Medicina Veterindria vem se tornando uma area em
constante evolucdo. Com o avanco das técnicas diagndésticas e da terapéutica,
a sobrevida dos animais é cada vez maior, a semelhanca do que ocorre na
Medicina Humana (BURRAI et al, 2010).

Na pratica veterinaria as neoplasias mamarias merecem destaque entre
0s animais de companhia (BOSTOCK, 1986) e, especificamente na espécie
felina, sdo o terceiro tipo de neoplasia mais frequente, sendo superada
somente pelos tumores de pele e do tecido hematopoiético (OVERLEY et al,
2005).

Historicamente, ndo ha consenso entre 0s patologistas veterinarios sobre
os critérios diagndsticos e progndsticos das neoplasias mamarias em gatas.
Como exemplo pode-se citar ndo mais que duas classificagdes oficiais ao longo
de quatro décadas, com o detalhe de haver quase trés décadas de diferenca
entre a primeira e a segunda (CASTAGNARO et al., 1998).

A classificacdo e graduacdo histopatolégica, associada ao estadiamento
clinico, sdo os pilares do diagndstico, empregados na rotina (MATOS, et al.,
2012).

No Brasil, especialistas em patologia veterinaria e oncologistas clinicos ja
se reuniram por duas oportunidades com o objetivo de estabelecer um
consenso no que diz respeito ao diagnéstico e ao tratamento das neoplasias
mamarias caninas (CASSALI et al., 2011; CASSALI et al., 2012). No entanto,
com relacdo aos tumores de mama das gatas ndo existem iniciativas
semelhantes.

Embora haja iniciativas no sentido de atualizar e modernizar as
classificacOes, ainda hoje a heterogeneidade de resultados observados dificulta
0 estabelecimento de uma nomenclatura homogénea. Essa situacdo causa
transtornos no que diz respeito a comparacao dos resultados das pesquisas e
a comunicacao entre os profissionais da area.

Nos ultimos anos tem havido um grande interesse na utilizacdo de
técnicas imuno-histoquimicas na oncologia veterinaria com o objetivo de

identificar possiveis marcadores progndsticos, estabelecer parametros que



balizem o comportamento tumoral e orientem as medidas terapéuticas
(HUGHES & DOBSON, 2012; MATOS et al., 2012).

Quanto ao diagndéstico morfolégico e as caracteristicas imunofenotipicas,
fica claro que as neoplasias mamarias felinas ainda possuem diversos pontos a
serem investigados. Um fator progndstico ja bem estabelecido no cancer de
mama em mulheres é o indice proliferativo, obtido pela marcacdo bem
diferenciada do antigeno Ki-67, expressa em qualquer fase do ciclo celular,
com excecao da fase repouso (G0) (SOARES et al., 2015).

A morte celular programada (apoptose) acontece toda vez que se é
identificado dano no DNA. Através da expressdo do anticorpo caspase-3-
clivada se chega ao indice apoptético, o qual pode ter relacdo com a
agressividade e a progressao do tumor (KUMARAGURUPARAN et al., 2006).

As citoqueratinas, como a CK14, sdo moléculas expressadas pelas
células neoplasicas do tecido mamario que permitem melhor diferenciar a
origem tumoral, se epitelial ou mioepitelial (PENA et al., 2014). Em cadelas, o
subtipo complexo é relacionado a melhor progndstico, enquanto nas gatas a
diferenciacdo morfologica pode néo ser fidedigna. Assim o uso do marcador de
musculatura lisa alfa-SMA corresponde a uma ferramenta auxiliar (SEIXAS et
al., 2008).

A perda da expressao de moléculas de adesdo da familia das caderinas
tem relacdo ao potencial metastatico (ZAPPULLI et al., 2012).

O objetivo desse trabalho é avaliar nos carcinomas mamarios das gatas a
proliferacdo celular, a apoptose, as caracteristicas mioepiteliais, e a expressao
de moléculas de adesdo. Em seguida relacionar: o indice mitético com o
proliferativo; o indice proliferativo com o apoptotico; a expressdo de CK-14 e
alfa-SMA; e a expressédo de E-caderina e P-caderina. - tipo histopatolégico e
graduacéo.

A intencdo de melhor elucidar o comportamento biolégico dos carcinomas
mamarios das gatas a fim de estabelecer ligacdo entre tipo e graus histolégicos

com critérios de malignidade e agressividade.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hughes%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22841451
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias Mamaérias na Fémea Felina

2.1.1 Dados Epidemiolégicos e Biologia Tumoral

Nos felinos, as neoplasias mamarias sdo as mais frequentes,
ultrapassadas apenas pelas neoplasias tegumentares e do tecido linfo-
hematopoiético, sendo a mais comum entre as fémeas desta espécie (HAYES
et al., 1981; AMORIM et al., 2006; MISDORP, 2008; SA, 2008; MacEWEN &
WITHROW, 2013).

Quando se analisa a ocorréncia das neoplasias mamarias das gatas se
observa que entre 80 e 96% dos casos sao considerados malignos e altamente
agressivos (MISDORP, 2008; MacEWEN & WITHROW, 2013; SHAFIEE et al.,
2013).

Levantamento recente de felinas com desenvolvimento espontaneo da
doenca aponta como nove meses a idade minima e a maxima de 20 anos, com
média de oito anos e seis meses. Nas gatas jovens a maioria das lesfes sao
de natureza ndo neoplésicas, com cerca de 11% de lesdes malignas (TOGNI et
al., 2013). Outros autores apresentam resultados semelhantes estabelecendo a
faixa entre nove meses e de 23 anos de idade com média de 11 anos
(ZAPPULLI et al., 2005). O maior risco de aparecimento da neoplasia se da
ap6s os seis anos de idade, alcanga seu “plateau” entre 10 e 11 anos,
decaindo a frequéncia drasticamente nos animais acima desta faixa etaria
(SORENMO et al., 2013).

As fémeas da raga Siamés tém risco duas vezes maior de desenvolver
neoplasias maméarias do que as demais racas (GIMENEZ et al., 2010). De
forma semelhante, esses tumores também sdo observados com maior
frequéncia nos animais de pelo curto (HAYES et al., 1981; MOULTON, 1990;
AMORIM et al., 2006; KUSTRITZ, 2007; SA, 2008; GIMENEZ et al., 2010).
Diferencgas regionais também foram identificadas, como por exemplo, o maior
acometimento de fémeas que vivem no ambiente doméstico no Japéo (ITO et
al., 1996).



O comportamento maligno dos tumores de mama das gatas tem como
caracteristica a infiltragéo local e dos tecidos adjacentes. Esta agressividade se
reflete na probabilidade de ocorrerem metastase em cerca de 80% dos casos
(LANA et al., 2007). Quando isso ocorre, os locais de eleicdo sao linfonodos
regionais e pulmdes, embora pleura, figado, glandula adrenal e rins também
possam ser acometidos (MORRIS et al., 2008; SOARES et al., 2015).

O tempo médio de sobrevida das gatas com neoplasia maligna de mama
é inferior a um ano, sendo a graduacédo o maior indicador progndstico (SEIXAS
et al, 2011). A semelhanca do que acontece com outros tumores malignos, o
tamanho tumoral é considerado um fator prognéstico importante (OVERLEY et
al., 2005).

2.1.2 Fatores Hormonais

Por medidas de controle populacional, a esterilizacdo das gatas €
recomendada. Gatas submetidas a ovariossalpingohisterectomia (OSH) antes
de um ano de idade tém menor risco de desenvolver a neoplasia mamaria
(OVERLEY et al., 2005), enquanto gatas inteiras, ou seja ndo submetidas a
este procedimento, possuem probabilidade sete vezes superior de desenvolver
a doenca (MORRIS et al., 2013). Isto se deve a influéncia hormonal que
estimula a liberacdo de fatores de crescimento no parénquima mamario
(GIMENEZ et al., 2010; SORENMO et al., 2013).

Alguns autores relatam que as gatas submetidas a OSH até os seis
meses de idade tém aproximadamente 9% de probabilidade de desenvolver a
patologia, enquanto que naguelas submetidas até um ano de idade o risco
sobe para 14% (OVERLEY et al., 2005). Outros autores afirmam que 17% das
gatas castradas entre os oito e 11 meses de idade desenvolveram carcinomas
de mama (HAYES & MOONEY, 1985).

A acdo dos horménios sexuais femininos pode levar ao desenvolvimento
tumoral. O estrogeno e a progesterona possuem papel fundamental na
etiopatogenia do carcinoma mamario, porém 0 mecanismo exato ainda é
desconhecido (OVERLEY et al.,, 2005). A influéncia da idade em que foi

realizada o esterilizagdo, o fato de haver gestado, e a exposicdo a



progestagenos sdo considerados fatores de risco para as gatas (OVERLEY et
al., 2005).

A utilizacdo como método anticoncepcional de uma unica aplicacdo de
progestageno possui a capacidade de induzir hiperplasia maméaria na gata,
engquanto o uso prolongado por anos, de altas doses, com grande intervalo de
tempo entre elas (trés a quatro meses), pode levar ao desenvolvimento de
carcinoma mamario (ROMAGNOLI, 2015).

O wuso regular de progestagenos sintéticos aumenta o risco de
desenvolver a doenca (MISDORP et al., 1992). Varios estudos relataram a forte
relacdo entre o uso deste tipo de medicagédo e o desenvolvimento de tumores
de mama em gatas (TOMLINSON et al., 1984; HAYES & MOONEY, 1985;
MISDORP et al., 1991; MISDORP et al., 1992; TAMADA et al., 2003; AMORIM
et al., 2006). Este potencial de aumento de risco foi enfatizado ao tratar gatos
machos castrados com doses continuas e repetitivas, observando que todos os
trés animais desenvolveram carcinomas mamarios (JACOBS et al., 2010).

A funcédo hormonal, ou seja, a influéncia do estrégeno, da progesterona,
da prolactina e de hormdnios do crescimento, afeta o crescimento do tecido da
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mama normal, assim como do tecido neoplasico. Isto é comprovado em
diversas espécies. Devido a inducdo a proliferacdo das células epiteliais
glandulares, gerada pela exposicdo prolongada e repetitiva aos esteroides
sexuais, a acumulacdo de erros genéticos é facilitada, o que pode resultar no
desenvolvimento de um processo neoplasico. Desta forma, a hiperplasia inicial
progride para o estagio pré-neoplasico, que com a continua influéncia de
fatores de crescimento, pode vir a desenvolver o fenétipo mais agressivo do
carcinoma invasivo (OVERLEY et al., 2005).

As técnicas imuno-histoquimicas tém sido empregadas, com o objetivo de
elucidar a influéncia hormonal sobre o desenvolvimento das neoplasias
mamarias em felinos. Através desta técnica, verificou-se que ndo houve
relacdo entre a expressao de receptores de estrogeno (RE) e progesterona
(RP) com o tipo histologico, tanto em cadelas, quanto em gatas. Estes mesmos
autores verificaram que em gatas a alta expressao de RE e RP é esperada nos
carcinomas bem diferenciados e nos tubulopapiliferos (MILLANTA et al.; 2006).

A baixa expressdo de RE é observada em carcinomas invasivos, 0s quais

apresentaram émbolos nos vasos linfaticos. O aumento progressivo na



expressao de RP ocorreu do tecido normal para o neoplasico, no entanto nos
carcinomas invasivos foram identificados os maiores percentuais de marcagao.
Esta caracteristica de expressdo hormonal é muito semelhante aos canceres
de mama do tipo hormonio-independentes das mulheres (DE LAS MULAS et
al.,, 2002). Com relacdo a receptores para progesterona, eles foram
encontrados em 100% (n=7) dos tumores avaliados (JOHNSTON et al., 1984).
Outros autores também afirmam que tanto o comportamento clinico como o
biolégico das neoplasias mamarias nas gatas é bem semelhante ao
apresentado em mulheres com tumores do tipo basal e triplo negativo
(BRUNETTI et al., 2013).

Em outro estudo, os RP foram detectados em 37% dos casos analisados,
enquanto que os RE foram encontrados em 50% dos casos positivos para RP
(DE LAS MULAS et al.,, 2002). A perda da expressao dos receptores de
estrogeno é observada a medida que a lesao progride de benigna para maligna
(MILLANTA et al., 2006; CALIARI, et al.,2014). A expressao dos receptores de
progesterona esta aumentada nos carcinomas “in situ”, quando comparados
com o tecido saudavel, e nos tipos neoplasicos mais agressivos se observou as
maiores taxas de expressdo de RP (MILLANTA et al., 2006). A dificuldade em
estabelecer uma padronizacdo para marcadores hormonais nas gatas vem do
fato da grande maioria delas ja ter sido submetida a esterilizacdo quando
desenvolve a neoplasia (DE LAS MULAS et al., 2002).

2.1.3 Tratamento

Atualmente, o tratamento mais efetivo para as neoplasias mamarias nas
gatas, € a remocdo cirdrgica do tumor, que esta associada a maior
probabilidade de cura, na dependéncia do tipo e do estadgio da doenca
(WALDRON, 2001; NOVOSAD, 2003; CASSALI et al., 2011).

A técnica preconizada € a mastectomia radical total, com remoc¢do dos
linfonodos axilares e inguinais. Embora ainda haja necessidade de maiores
estudos sobre os atuais protocolos quimioterapicos para os canceres de mama
na cadela e na gata, a quimioterapia adjuvante a cirurgia tém sido preconizada
em determinados casos de carcinoma (SORENMO et al., 2003; CASSALI et al.,
2011; CAMPOS et al., 2011).



Os protocolos que empregam a doxorrubicina como agente Gnico, ou em
associacdo com a ciclofosfamida sdo citados na literatura (SORENMO et al.,
2013). Como o componente inflamatério em felinos € importante e estes
carcinomas normalmente apresentam alta expressdao de COX-2, protocolo
utilizando doxorrubicina associado a AINEs também é indicado (SORENMO et
al.,, 2013). Outro protocolo, recomendado € o que utiliza a carboplatina
(CAMPOS et al., 2015). No entanto, nenhum destes trabalhos concluiu que a

taxa de sobrevida dos animais foi alterada com uso do tratamento adjuvante.

2.2 Diagnostico das Neoplasias Mamarias de Gatas

2.2.1 Estadiamento Clinico

Apés 6 anos da OMS padronizar as neoplasias mamarias da gata com
critérios morfoldgicos, foi estabelecido o segundo ponto de classificacdo, o
estadiamento clinico ou método TNM (T - tamanho tumoral; N — linfonodos
regionais acometidos; e M — metastase) (MATOS et al., 2012). O tumor medido
em cm com auxilio de paquimetro e exame cito e/ou histolégico para avaliar
linfonodos e metastase. Padronizando assim para as felinas: tamanho do tumor
primario - Tl<l cm, T2 de 1-3 cm, T3 >3cm; auséncia de invasao em
linfonodos regionais NO, e quando acometido N1; e auséncia de metastase MO,
ou a presenca de metastase a distancia M1. Com esses dados, chegamos ao
final do estadiamento, onde TINOMO = |; T2NOMO = II; T3NOMO = IlI; qualquer
TN1MO = IV; e por fim qualquer TNOM1 =V (LANA et al., 2007).

O tamanho do tumor primério tem influéncia direta sobre o prognadstico,
sendo que os tumores menores a 3cm estdo associados a maior taxa de
sobrevida quando comparados aos tumores com mais de 3 cm (MORRIS et al,
2013). Mais de um quarto das gatas com carcinoma mamario apresentam
acometimento de linfonodo regional no momento do diagndstico, estando os
axilares e os inguinais envolvidos em 80% dos casos, e de forma menos
frequente, os linfonodos esternais em cerca de 30% delas (WEIJER & HART,
1983).



2.2.2 Histopatologia

O exame histopatolégico € o método padrdo para o diagnostico definitivo
das neoplasias. Esta técnica permite ndo s6é o diagndstico definitivo como
também possibilita a tipificacdo morfologica, graduacéo da neoplasia, avaliagdo
das margens cirargicas, detec¢cdo do envolvimento de linfonodos regionais e
facilita o emprego de marcadores imuno-histoquimicos (MISDORP et al., 1999;
MISDORP, 2008; GOLDSCHMIDT et al.,, 2011; SORENMO et al.,, 2011;
MATOS et al., 2012; MILLS et al, 2015).

A primeira classificagdo histologica internacional de tumores de animais
domésticos foi proposta por Hampe & Misdorp, 1974 denominava as lesdes
como adenomas ou adenocarcinomas, por serem derivados do epitélio glandular,
sendo esta classificacdo baseada principalmente na morfologia descritiva e ndo
na histogénese da neoplasia (HAMPE & MISDORP, 1974). Posteriormente, as
classificacdes foram propostas para as cadelas passaram a incluir padrées que
se correlacionam com o prognadstico, enquanto que para os felinos, por falta de
dados que permitissem o mesmo tipo de abordagem, os padrées morfolégicos
continuaram prevalecendo (MISDORP et al., 1999). O principal tipo histolégico
€ o carcinoma simples, derivado de epitélio luminal dos ductos e alvéolos
mamarios. O subtipo complexo, frequente nas cadelas, é extremamente raro
nas gatas, e quando observado esta relacionado com menor agressividade e
melhor prognostico (ZAPPULLI et al., 2013). De forma geral, os carcinomas
mamarios nas gatas sao classificados em tubulo-papilifero, soélido, e
cribriforme. O carcinoma inflamatorio € pouco frequente e esta associado com
o carcinoma papilar (MORRIS et al., 2013).

2.2.3 Graduacéo Histopatologica

O grau de diferenciagdo histopatologico reflete a semelhanca das células
do tumor com o tecido original. Esta avaliacdo € feita considerando-se as
caracteristicas histologicas da leséao, o grau de diferenciacéo celular, o nimero
e 0 aspecto das figuras de mitose, e a infiltragdo vascular e/ou linfatica. Nesta

classificagdo o grau | representa o tumor mais diferenciado, o grau Il o tumor



moderadamente diferenciado e o Ill o pouco diferenciado (ELSTON & ELLIS,
1998; YAMAGAMI et al., 1996; MISDORP, 2008; GOLDSCHMIDT et al., 2011).

A determinacdo da graduacdo da neoplasia guarda relacdo com o
prognoéstico. O grau nuclear € baseado na aparéncia do nucleo, ndo levando
em consideragdo o padréo de crescimento do tumor. A avaliagdo quando feita
por patologista experiente, se mostra um método auxiliar de grande valor em
doenca mamaria (ELSTON & ELLIS, 1998; SORENMO et al., 2011; BETZ et
al., 2012; MILLS et al, 2015).

Tanto para cadelas como para gatas, a disseminacdo da neoplasia &
evidenciada pela invasdo dos vasos sanguineos ou linfaticos por células
tumorais, bem como pelo comprometimento de linfonodos regionais
(YAMAGAMI et al.,, 1996; MISDORP, 2008; GOLDSCHMIDT et al., 2011;
SORENMO et al., 2011; BETZ et al., 2012; MATOS et al., 2012). Literaturas
recentes incluem a invasdo vascular como critério para graduacédo (MILLS et
al., 2015).

Especificamente para as gatas, o tempo de sobrevida e o prognéstico
esta relacionado com o tamanho tumoral do sitio priméario, 0 acometimento ou
ndo dos linfonodos, o estadiamento clinico (OMS), a extensao da cirurgia e a
graduacdo histopatolégica (MILLS et al., 2015).

2.2.4 Imuno-histoquimica

A evolucdo do diagnéstico anatomopatoldgico levou ao surgimento de
procedimentos técnicos modernos que facilitaram o diagndéstico de doencas
infecciosas e neoplasicas do homem e dos animais domésticos. Entre esses
procedimentos encontra-se a técnica de imuno-histoquimica, que tem sido
empregada no diagndéstico e no estabelecimento do progndéstico das neoplasias
mamarias em cadelas e gatas (RAMOS-VARA, 2005; RAMOS-VARA et al.,
2008; NOWAK et al., 2008; ZUCCARI et al., 2008; WEBSTER et al., 2009;
MATOS et al., 2012).

Os painéis imuno-histoquimicos propostos para o estabelecimento do
fendtipo tumoral que se relacione com o comportamento da neoplasia mamaria
na gata, baseiam-se na andlise comparativa entre a expressdo molecular do

tumor primario e as metastases e o linfonodo sentinela. Desta forma, procura-
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se obter dados que permitam o diagndstico mais fidedigno, assim como novas
perspectivas para o tratamento direcionado (BEHA et al., 2014; BRUNETTI et
al., 2013; MUSCATELLO et al., 2015).

2.2.4.1 KI-67 nas neoplasias de mama

O KI-67 é um marcador de proliferacdo utilizado no estabelecimento do
prognostico de pacientes com cancer de mama (SOARES et al., 2015). E uma
proteina expressa em todas as fases do ciclo celular, com exce¢do de GO
(DOWSETT et al., 2011).

Nos carcinoma de mama em humanos o indice de proliferacdo baseado
na expressao de Kl-67 e pelo antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA)
tém importancia prognoéstica (LEONARDI et al., 1992). Em cées ainda é
controverso seu uso quanto a fator prognéstico das neoplasias mamarias
(PENA et al., 2014). Em gatas a positivamente ao marcador é maior em lesées
malignas quando comparado a benignas e dentre os carcinomas, € mais alta
nos tipos de maior grau (HUGHES & DOBSON, 2012).

Para os carcinomas mamarios felinos sdo poucos os estudos que buscam
correlacionar o indice proliferativo com reducdo do tempo de sobrevida
(PREZIOSI et al., 2002; MILLANTA et al., 2006; SEIXAS et al., 2011). Rasotto
et al., 2011 em seu estudo, chegaram ao indice proliferativo médio de 29,8%.
Em trabalho de pesquisa recente foi sugerido o valor de 14% como ponto de
corte nos carcinomas mamarios felinos, ja que este indice estava associado
com o tempo de sobrevida do grupo de animais avaliados (SOARES et al.,
2015). Além disso, a expressao desta proteina tem relagdo com o grau da
neoplasia e serve como parametro para avaliacdo da progressédo da doenca
(CAMPOS et al., 2014).

Com relacdo aos dados apresentados acima, fica claro que embora
muitos estudos estejam sendo realizados, ainda ndo ha um consenso referente

a padronizacéo do indice proliferativo na neoplasia mamaria das gatas.
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2.2.4.2 Caspase 3

As caspases sao proteases com um papel bem definido na apoptose.
caspase-3 tem um papel importante na diferenciacédo dos tecidos, regeneracao
e desenvolvimento neural em maneiras que séo distintas e ndo envolvem
qualquer atividade apoptética. Aumento dos niveis de caspase-3 nas células
tumorais provoca a secrecdo de factores paracrinos que promovem a
proliferacdo compensatéria em tecidos normais circundantes e a repopulacao
de células do tumor, o que propicia a selecdo de clones resistentes, gerando
uma barreira para estratégias terapéuticas eficazes (SHALINI et al., 2015).

A apoptose € um fenbmeno celular que esta relacionada com a morte
celular, que tem um papel importante no controle de células infectadas por
virus e/ou com lesdo permanente no DNA. Nas neoplasias de mama das
mulheres e das cadelas parece haver uma correlagdo entre a menor expressao
de caspase 3 com a agressividade e a progressdao do tumor
(KUMARAGURUPARAN et al., 2006). Um dos mecanismos propostos para a
progressdo tumoral seria a evasdo a apoptose que manteria as células
neoplasicas viaveis e com capacidade de proliferar (VINOTHINI et al., 2009).
Para os felinos se desconhece dados relativos a importancia da expressao de

caspase por células tumorais da mama.

2.2.4.3 Citoqueratinas e o cancer de mama

No parénguima mamario observam-se basicamente dois tipos celulares,
as células epiteliais luminais e basais que compde os alvéolos e ductos, e as
células mioepiteliais. Na gata a semelhanca da mulher, as neoplasias podem
surgir tanto a partir das células epiteliais como das mioepiteliais e dependendo
do tipo histolégico e da graduacédo, o progndstico da paciente pode ser melhor
ou pior (BHARGAVA et al., 2008).

O citoesqueleto das células epiteliais € formado por proteinas de
filamentos intermediarios que séo as citoqueratinas, cujo grupo € formado por
cerca de 20 subtipos diferentes (BURKITT et al., 1994).

Na mulher e na cadela as citoqueratinas 8/18 e 19 sao utilizadas para

identificar as células epiteliais luminais. Enquanto as citoqueratinas 5, 5/6 e 14
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s&o usadas para marcar as células epiteliais basais (PENA et al., 2014). Na
espécie felina, no entanto, a expressdo das citoqueratinas na neoplasia
maligna de mama ainda € pouco conhecida (BHARGAVA et al., 2008).

Nas neoplasias mamarias das mulheres, o emprego da avaliacdo dos
receptores hormonais é utilizado para tipificar as células luminais em luminal A,
luminal B, basal e triplo negativo. Este painel também vem sendo utilizado nas
neoplasias mamarias felinas (BEHA et al., 2014). Nos casos onde a expressao
de RP, RE e de fator de crescimento epidermal (Her-2) é negativa, as células
sdo denominadas de triplo negativo. Nestes casos, a expressdo das
citoqueratinas € fundamental para caracterizar a neoplasia (MUSCATELLO et
al., 2015).

A caracterizacdo imuno-histoquimica da porcdo mioepitelial pode ser
avaliada pela expressdo de marcadores como alfa-actina de musculo liso (alfa-
SMA), de p63 e de calponin (PENA et al, 2014). Assim tumores de células
basais mostram auséncia de expressdo de receptores hormonais e
caracteristicas mioepiteliais basais que s&o identificadas pela marcacao
positiva para CK14 e alfa-SMA (RASOTTO et al., 2014).

Em cadelas j4 estdo identificadas caracteristicas bifasicas, com o
envolvimento do componente mioepitelial. A histogénese dos tumores
mamarios das gatas ainda ndo é bem definida (RASOTTO et al., 2014). Em
contrapartida, outros autores consideram esta origem ja estabelecida
(HUGHES & DOBSON, 2012).

Estes marcadores sdo importantes para diferenciar o fen6tipo chamado
de triplo-negativo. Na espécie felina tal fendétipo responde por
aproximadamente 70% das neoplasias mamarias, uma incidéncia bem maior

gue a registrada em medicina humana (NGUYEN et al., 2012).

2.2.4.4 Marcador mioepitelial

As células mioepiteliais possuem morfologia fusiforme ou estrelada nas
cadelas portanto, podem ser identificadas no exame histopatologico de rotina
permitindo o diagndstico dos carcinomas complexos. Nas gatas, de 10% a 11%
dos carcinomas sdo complexos, sendo que na grande maioria das vezes as

células mioepiteliais ndo apresentam caracteristicas morfolégicas que
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possibilitem sua identificagdo sem a utilizagdo de métodos imuno-histoquimicos
(ZAPPULLI et al., 2013).

O carcinoma mamario complexo € diagnosticado quando além do
componente epitelial, as células do estroma de sustentacdo da glandula
mamaria também se encontram alteradas, ou seja, ja ocorreu a metaplasia dos
componentes mioepiteliais da mama. Este subtipo é raro nos tumores de mama
das gatas quando comparado as cadelas, com uma incidéncia de 7,5% dentre
as neoplasias. Os tipos solidos e tubulares apresentam maior chance de
apresentar tal alteracdo. Estudos prévios revelam que os tumores apresentam
marcacado mioepitelial, indicando assim que as neoplasias complexas podem
nao estar sendo diagnosticadas (SEIXAS et al., 2008).

Na cadela e na gata, as células mioepiteliais, podem ser identificadas
utilizando-se a expressao de alfa-SMA (YOSHIMURA et al., 2011; RASOTTO
et al., 2014). A verificacdo e avaliacdo da presenca deste tipo celular nas
neoplasias felinas pode permitir uma melhor caracterizacdo morfolégica dos

tumores mamarios nesta espécie.

2.2.4.5 E-caderina e P-caderina

As caderinas sao glicoproteinas célcio-dependentes localizadas na
membrana citoplasmatica com a funcdo de manter a coesado entre as células.
Embora sejam conhecidas mais de 40 tipos de caderinas, algumas delas vém
despertado maior interesse na oncologia veterinaria, como a E-caderina,
relacionadas a unido entre as células epiteliais e a P-caderina relacionadas as
células mioepiteliais (FIGUEIRA et al., 2015).

Sao escassos 0s trabalhos que estudam a expressdo destas moléculas
de adesdo no carcinoma mamario felino. Estudos mostram que em lesdes
tumorais benignas, como adenomas, a expressdo destas moléculas esta
normal (DIAS PEREIRA et al., 2004), enquanto em lesbes malignas, quando
comparado o sitio primario com o foco metastatico em linfonodos regionais, a
expressao esta diminuida em ambos, comprovando a baixa ou nula expressao
como fator progndstico desfavoravel, ou seja alta chance de metastase ou
curta sobrevida (TAKAUJI et al., 2007).
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Nas neoplasias mamarias o papel da E-caderina ainda carece de maiores
estudos, pois embora sua menor expressao pareca estar relacionada a um
maior potencial metastatico ndo parece haver relacdo com a sobrevida da
paciente (BRUNETTI et al., 2005; ZAPPULLI et al., 2012).

A P-caderina é uma classica molécula de adesdo célula-a-célula, com
funcBes homeostaticas em diversos tecidos e que no tecido neoplésico atua de
forma variavel, dependendo do microambiente. No tecido mamario normal a P-
caderina esta presente e se relaciona ao fenotipo basal (VIEIRA & PAREDES,
2015).

Estas duas moléculas ndo podem ser analisadas em separado, jA que
estudos recentes indicam que a E-caderina pode representar a funcdo de
supressor tumoral quando a P-caderina apresenta perda ou auséncia de
expressao (FIGUEIRA et al, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € analisar o comportamento bioldégico dos
carcinomas mamarios das gatas por meio da avaliacdo da proliferacdo celular,
da apoptose, das caracteristicas mioepiteliais, e da expressao de moléculas de

adeséao perante cada um tipos e graus histopatologicos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a taxa de proliferacdo das neoplasias mamarias pela expressao
imuno-histoquimica de Ki-67 (MIB-1).

Avaliar o indice apoptético das neoplasias mamdrias utilizando a
expressao imuno-histoquimica de Caspase-3.

Caracterizar os componentes celulares das neoplasias mamarias por
meio da expressao de CK14 e alfa-SMA.

Avaliar a expressado de moléculas de adesao por meio da expressao de E-
caderina e P-caderina.

Relacionar os indices proliferativo e apoptotico, a expressao de CK-14,
alfa-SMA, E-caderina e P-caderina com a graduacdo histopatolégica nos

diferentes tipos de carcinoma mamario.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras utilizadas

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comisséo de Etica no
Uso de Animais da FMVZ sob numero de protocolo 46/2014 - CEUA (Anexo 1).

Estudo retrospectivo, com amostras obtidas entre 2000 e 2015, utilizando
apenas animais da espécie felina, fémeas. Ndo houve critério de exclusao
guanto a idade ou raga. Todas com lesbes malignas.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas 31 amostras de
neoplasias malignas da glandula mamaria de gatas de aparecimento
espontaneo oriundas de 31 gatas diferentes, obtidas dos arquivos de dois
laboratérios privados localizados nos municipios de Campinas-SP e Marilia-SP.

A partir dos blocos de parafina foram confeccionadas laminas histologicas
para a coloracdo de Hematoxilina e Eosina e também para a técnica de imuno-

histoquimica, com cortes de trés um de espessura.

4.2 Diagnoéstico Histopatoldgico

A partir das laminas coradas pela técnica de hematoxilina e eosina
realizou-se o diagndstico histopatolégico com base na classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2008).

Os carcinomas foram subdivididas em trés grupos: G1 — tabulo-papilifero
(n=13); G2 — solido (n=14); e G3 — cribriforme (n=quatro).

N&o foi adotado o laudo ja estabelecido como diagnéstico anterior. Houve

a reclassificacéo por dois patologistas diferentes de todas as amostras.
4.3 GraduacOes Histopatolégicas
A graduacgédo das lesdes foi determinada de acordo com sistema de

classificacdo de Elston & Ellis (1998), levando em consideracdo formacéo

tubular, pleomorfismo nuclear e contagem mitética (Tabela 1 e 2).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023309004353#b0025
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TABELA 1 - Graduacao histopatolégica segundo Elston & Ellis (1998)
Critérios histolégicos Escore

Formacéao de tubulos

Abrange a maior parte do tumor (>75%)

Moderado grau de acometimento (de 10 a 75%)

Pouco ou ausente (menor que 10%)

Pleomorfismo nuclear

Nucleo pequeno, regular e uniforme

Aumento moderado de tamanho, vesiculacéo e variabilidade
Cromatina vesicular com acentuada variacao de tamanho e forma
Contagem Mitotica

0-8

9-16

217

WN P wWN P

WN P

TABELA 2 - Graduacéo das neoplasias malignas de mama segundo Elston &
Ellis 1998

Pontuacéo final Grau Comentario
3-5 I Bem diferenciado
6-7 1 Moderadamente diferenciado
8-9 1" Pouco diferenciado

4.4 indice mitotico

Para a obtencéo do indice mitético realizou-se a contagem de todas as
figuras de mitose observadas em 10 campos aleatorios com objetiva de 40x

aumento (Tabela 1).

4.5 Procedimentos de Imuno-histoquimica

Cortes das neoplasias maméarias foram posicionados em laminas
eletrostaticas (ImmunoSlide, EasyPath) e mantidas em estufa a 60°C por 18
horas.

Reac¢bes de controle positivo foram incluidas nas baterias de laminas,
conforme indicagdo do fabricante dos anticorpos. O controle negativo foi
produzido sem a adi¢cdo do anticorpo primario em corte de neoplasia mamaria,

sendo incubado somente o diluente.



18

Todas as 31 amostras foram processadas segundo o protocolo do
Laboratorio de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia Veterindria da
FMVZ, Unesp Botucatu/SP.

A metodologia utilizada foi a técnica de imuno-histoquimica indireta. Cada
anticorpo primario foi padronizado para o tecido mamario da gata junto a outro
tecido como controle positivo.

Os cortes nas laminas permaneceram em estufa a 60 graus Celsius por
12 horas, em seguida foram desparafinizadas e hidratadas.

A recuperagcdo antigénica ocorreu na camara de presséo
microprocessada a 125°C por 30 minutos (Pascal, DakoCytomation) com
tampéo Citrato pH6,0. O bloqueio da peroxidase enddégena foi realizado com
peréxido de hidrogénio com dois banhos, cada um de 10 minutos. O bloqueio
da proteina endogena foi feito numa solucao leite desnatado por uma hora.
Todos os anticorpos foram incubados overnight (18 horas) a quatro graus
Celsius. As lavagens a partir deste ponto foram realizadas com solucdo TRIS
tamponada com ph 7,4.

Foram utilizados trés tipos de kits de anticorpos secundarios para
amplificagéo e detecgdo, o Novolink (Leika biosystems, Polymer Detection
System, anti-mouse - rabbit), o Histofine (Nichirei Biosciences, Simple Stain
Max PO - multi, Universal Immuno-peroxidase Polymer Anti-mouse and —
rabbit), e o EasyLink One (EasyPath - EP-12-20504, anti-mouse — rabbit)
(dependendo do tipo de anticorpo (Tabela 3).

O Novolink consiste na aplicacdo do anticorpo secundario (Novocastra
Post Primary), o qual permaneceu 30 minutos sobre as amostras, seguido por
lavagem com TRIS, e aplicacdo do polimero (Novolink Polymer) o qual
permaneceu por mais 30 minutos.

Ja o sistema Histofine e o EasyLink One possuem o amplificador e o
polimero associados no mesmo reagente, assim apds a lavagem com TRIS
deu-se a aplicacéo deste que permaneceu por 30 minutos.

Para finalizar a técnica de marcacdo, a aplicacdo do Cromdgeno
diaminobenzidina (DAB) (Novocastra), do kit Novolink, foi o mesmo utilizado
para todos os anticorpos. Sua diluicao ocorreu 15 minutos antes do seu uso. A
concentracdo usada foi de 50 pl do cromogeno para cada mL de diluente

(Novolink, DAB Substrate Buffer). Em seguida, os cortes foram mantido em
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Hematoxilina de Harris por quatro minutos, passado para agua por 10 minutos
para posterior montagem.
Os anticorpos, as concentracdes, de incubacdo e kit de reagente

utilizados neste projeto podem ser vistos nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 - Painel de anticorpos utilizados nas amostras de neoplasias
malignas de mama de gatas

Anticorpo Clone Fabricante Cadigo
Alfa-SMA 1A4 Dako MO0851
CK 14 MU146-UC BioGenex MU146-UC
E-Caderina NCH-38 Leica 6003646
P-Cadherin 56C1 Neomarkers MS-1741-S
Ki-67 MIB-1 Dako M7240
Caspase-3 clivada policlonal  Cell Signaling Tecnology 9661

TABELA 4 - DiluigGes, tempo de incubacdo e sistema de amplificacdo e
deteccao utilizados.

Kit Deteccao/Ac*

Anticorpo Diluicéo Incubacéo .
secundario
Alfa-SMA 1:1250 Overnight Histofine
CK14 1:300 Overnight Novolink
E-Caderina 1:50 Overnight Novolink
P-Caderina 1:100 Overnight EasyLink One
Ki-67 1:100 Overnight Novolink
Caspase -3 clivada 1:300 Overnig_;ht Histofine

*Ac = anticorpo

4.6 Andlise das reacdes

A avaliagéo da reacao de imuno-histoquimica foi realizada com auxilio de
um microscopio acoplado a camera digital (Carl Zeiss — AX10, imager. Al;
AxioCam MRc — 60 N-C 2/3” 0,63x) do programa de andlise de imagens
AxioVision Rel. 4,6, considerando-se a intensidade de marcacdo (intensa,
moderada e fraca) assim como localizagdo morfolégica de tal marcacéo
(membranosa, nuclear ou citoplasmatica).

Para o anticorpo Ki-67 e caspase-3 clivada a reacdo imuno-histoquimica
foi estimada pela marcacdo positiva das células neoplasicas. A contagem 100

células em cada um dos dez campos aleatorios, foi a metodologia utilizada.
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Estes valores foram transformados em percentual de células positivas e
submetidos a analise estatistica.

Para as reac¢des imuno-histoquimicas dos marcadores; CK 14, alfa SMA,
E-caderina e P-caderina se considerou como positivas somente as células com
marcacao citoplasmatica. A localizagdo dentro do tumor, sendo esta periférica
ou central e a sua intensidade também foi considerada. Os marcadores
estruturais CK14 e alfa-SMA foram analisados de acordo com a distribuicdo e
marcacdo positiva ou negativa das células neoplasicas. Para ambos os
anticorpos o resultado positivo foi dado aquelas amostras com marcacao
superior a 1% (RASOTTO et al., 2014; MUSCATELLO et al., 2015)

Tanto para E-caderina como para P-caderina se obteve escore através da
contagem de 100 células neoplasicas em 10 campos aleatérios em objetiva de
maior aumento (40x). Para E-caderina 0 score respeitou a seguinte
classificagao: 0 a 25% = 0; 25 a 50% = 1; 51 a 75% = 2 e maior que 75% = 3.
Ja para P-caderina: 0 a 10% = 0; 10 a 25% = 1; 26 a 50% = 2; e maior que
50% = 3. Para permitir a comparacao entre estes dois anticorpos, adotou-se
como positivo para E-caderina aqueles com expressao superior a dez porcento
e P-caderina foram considerados positivos aqueles com expressdo maior ou
igual a 75% (FIGUEIRA et al., 2015).

4.7 Forma de analise dos resultados

Inicialmente a distribuicdo das variaveis graduacéo histopatoldgica, Ki-67
e caspase 3 clivada foram avaliadas e, posteriormente, estatisticas descritivas
foram produzidas. A comparacdo entre as médias de Ki-67, bem como de
caspase 3, ambas por tipo tumoral, indice mitético e grau foi realizada por meio
de andlise de variancia (anova), seguida por pos-teste de Tukey. A correlacédo
do indice proliferativo com o indice apoptotico foi verificada pelo célculo do
coeficiente de correlacéo linear de Person.

Para analise de E-cad e P-cad para cada tipo e grau, foi utilizado teste de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.

A associacao entre a marcacao positiva de CK14 e alfa-SMA de acordo
com a classificacdo histopatolégica e grau foi verificada através do teste de

Fisher.
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As andlises estatisticas, e as representacfes gréficas, foram realizados
com o software estatistico GraphPad 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA),

sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemioldgicos da pacientes felinas portadoras de cancer de

mama

Dos 31 animais acometidos por cancer de mama analisados neste
trabalho 21 gatas (68,00%) nao tinham raca definida (SRD), sete (22,50%)
eram da raca Siamés e trés (9,50%) da raca Persa.

A idade minima foi de 5 anos, a maxima de 20 anos e a média de 12 anos

5.2 Classificacao histopatoldgica

As 31 amostras de tecido neoplasico mamario, foram classificadas e
agrupadas de acordo com a seguinte relacdo: carcinoma tubulo-papilifero
simples (Figura 1) com 13 amostras (42%); carcinoma sélido simples (Figura 2)

com 14 amostras (45,50%) e carcinoma cribriforme (Figura 3)(Tabela 5).

TABELA 5 — Numero e percentual de cada tipo histolégico dos carcinomas
mamarios selecionadas para o estudo.

Carcinomas N Percentual
Carcinoma Tubulo-papilifero Simples 13 42,00%
Carcinoma Solido Simples 14 45,50%
Carcinoma Cribriforme 4 12,50%

Total 31 100%
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FIGURA 1- Fotomlcrografla de carcinoma mamario tubulo paplllfero em gata
Caracterizado pelas formac6es de tubulos e/ou projecdes papilares. Coloracdo
de HE em objetiva de 20x

A AR oot %< ; o £
FIGURA 2 - Fotomlcrografla de carcmoma mamarlo SO|IdO em gata
Caracterizado pelo arranjo das células tumorais em lenc¢ois, corddes ou ninhos
sélidos. Coloracdo de HE em objetiva de 20x.
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FIGURA 3 - Fotomicrografia de carcinoma mamario cribriforme em gata. O tipo
de arranjo sélido, com pequenas aberturas, semelhante a uma “peneira”. Este
tipo € comum a espécie felina. Coloracdo de HE em objetiva de 20x

5.3 Graduacéo histopatoldgica

Com relacao a graduacdao histopatolégica sem se levar em conta o tipo de
carcinoma obteve-se os seguintes resultados para as graduacoes I, Il e lll, trés
(10,00%); 13 (42,00%) e 15 (48,00%) casos respectivamente.

Dos casos de carcinoma tubulo-papilifero; trés (23%) foram classificados
como de grau | e 10 (77% ) como de grau Il.

Para os 14 casos de carcinoma soélido dois (14%) foram classificados
como de grau Il e 12 (86%) como de grau lll.

E finalmente, dos quatro carcinomas do tipo cribriforme, um (25%) foi
classificado com de grau Il e trés (75%) como de grau lll.

A Tabela 6. apresenta esses dados.
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TABELA 6 — Frequéncia de casos por tipo e grau histologico dos carcinomas
de mama em gatas.

Tipo Grau | Grau Il Grau lll Total
Tubulo-papilifero 3 (23%) 10 (77%) 0 13 (42%)
Solido 0 2 (14%) 12 (86%) 14 (45%)
Cribriforme 0 1 (25%) 3 (75%) 4 (13%)
Total 3 (10%) 13 (42%) 15 (48%) 31 (100%)

Sem se levar em conta o tipo histopatoldgico, dos 31 casos, observou-se
invasdo vascular linfatica e/ou sanguinea em 11 amostras (35,50%) (Figura 4).
Levando em consideracdo os tipos histopatolégicos, obtivemos: cinco tubulo-
papiliferos (45,50%); cinco (45,50%) solidos; e apenas um (9,00%) do tipo

cribriforme (Tabela 7).

TABELA 7 - Frequéncia de invasdo vascular e tipo histologico das
neoplasias mamarias malignas de gatas.

Tipo N&o Sim
Tubulo-papilifero 8 (40,00%) 5 (45,50%)
Sélido 9 (45,00%) 5 (45,50%)
Cribriforme 3 (15,00%) 1 (9,00%)
Carcinoma Mamario 20 (100%) 11 (100%)

5.4 indice mitético

Em nUumeros absolutos, a contagem de mitoses variou de 6 até 86. Sendo
de 33 o valor médio. Considerando-se 0s escores propostos, quatro animais
(12,90%) apresentaram escore 1; dois (6,45%) escore 2; e 25 (80,65%) escore
3 (Tabela 8).

As figuras de mitose estéo identificadas com setas na figura 5.
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FIGURA 4 - Fotomicrografia de carcinoma mamario tabulo-papilifero em gata.

Notar os émbolos de células neoplasicas no interior dos vasos linfaticos
(setas). HE, objetiva de 20x

FIGURA 5 - Foiomicrorafia de carcinoma mamario sélido em gata. Notar
0 acentuado numero de mitoses (setas) nas regides periféricas dos
acinos. HE objetiva de 40x
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Os trés (100%) carcinomas mamarios de grau | obtiveram indice mitético
1; dos 13 de grau Il, um (8%) com escore 1, dois (15%) com escore 3 e dez
(77%) com escore 3; e dos 15 carcinomas grau lll, todos (100%) com escore 3.
A relacdo entre os grupos, considerando as contagens de figuras mitéticas, ao
compararmos com o grau, houve diferenca significativa entre os | e Il, e
também entre | e Il (p= 0,0002) (Figura 6).

indice mitético

Escore mitotico

~'$*

grau

FIGURA 6 - Escore mitdtico em relagdo ao grau das neoplasias mamarias das
gatas

Levando-se em consideracao os tipos histologicos dos carcinomas e seus
escores, entre as amostras de carcinomas tubulo-papiliferos, obtivemos quatro
(30,50%) escore 1, dois (15,50%) escore 2 e sete (54,00%) escores 3.

As 14 amostras de carcinoma solido todas (100%) foram de escore 3; e
as quatro (100%) amostras de carcinoma cribriforme apresentaram escore 3
(Tabela 8).

TABELA 8 - Tipos histolégico e seus respectivos indices mitoticos (IM) nos 31
casos de carcinoma mamario nas gatas.

Tipo histoldgico IM 1 IM 2 IM 3 N
Tubulo-papilifero 4 2 7 13
Solido 0 0 14 14
Cribriforme 0 0 4 4
Total 4 2 25 31
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O valor médio do numero de mitoses para cada tipo foi: tubulo-papilifero —
19,90; sdlido — 39,50; e cribriforme — 50,50. Em rela¢édo a contagens de figuras
mitéticas, comparando o0s trés grupos histopatolégicos, houve diferenca

significativa entre os tubulo-papilifero e solido (p = 0,0072) (Tabela 9).

TABELA 9 - Numero médio de mitoses apresentados em cada tipo
histopatolégico de carcinoma mamario das gatas

Tipo Numero de mitoses
Tubulo-papilifero 19,90 a
Solido 39,50 b
Cribriforme 50,50 a

*letras iguais representam que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis onde p < 0,05.

5.5 indice de proliferacéo Ki-67

Para o indice de proliferacéo (IP), o valor minimo observado foi de 10%, o
médio 36%, e 0 maximo 67% de células marcadas.

A média relacionada a graduacédo histopatologica foi de 23,33% para Gl;
38,54% para Gll e 36,00% para GlIl. A correlacdo do IP foi realizada quanto a
graduacéo histopatolégica e ndo houve diferenca estatistica entre eles (p =
0,2129; r = 0,1046) (Tabela 10).

TABELA 10 - IP médio de cada grau histol6gico apresentado pelas gatas com
carcinoma mamario.

Grau N IP
I 3 23,33%
Il 13 38,54%
1l 15 36,00%

Ja a média estabelecida para o indice de proliferacdo para cada um dos
tipos histologicos foi de tubulo-papilifero — 32,54%; sélido — 38,26%; e
cribriforme — 38,00%. Ndo houve diferenca significativa em relacdo aos trés
grupos histopatologicos (p = 0,5229; r = 0,04525) (Tabela 11).
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TABELA 11 - Valor Médio do IP apresentado pelas gatas com neoplasia
maligna mamaria segundo tipo histopatolc’)gico

Tipo N IP
Tubulo-papilifero 13 32,54%
Solido 14 38,26%
Cribriforme 4 38,00%

As marcacoes para o anticorpo Ki-67 podem ser observados nas figuras
7,8e0.
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FIGURA 7 — Fotomicrograf
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ia do carcinoma tubulo-papilifero em gata, marcacao
para Ki-67 com baixo indice proliferativo, Novolink, DAB, contracorado com
Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia do carcinoma solido em gata, marcacao para Ki-67
com alto indice proliferativo, Novolink, DAB, contracorado com Hematoxilina de
Harris BAR, objetiva 40x.
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FIGURA 9 - Fotomicrografia do carcinoma cribriforme em gata, marcacéo para
Ki-67 com alto indice proliferativo, Novolink, DAB, contracorado com

Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.
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5.6 Correlacédo de indice mitético com indice proliferativo

Foram comparados os indices mitéticos e proliferativos. Sendo que o
agrupamento respeita 0s escores ja estabelecidos de indice mitotico. Assim
sendo a média obtida para os escores IM1, IM2 e IM3 foram de 23,25%,
26,00%, e 38,54% respectivamente (Tabela 12).

TABELA 12 - indice proliferativo médio observado em cada escore do indice
mitético dos carcinomas mamarios das gatas.

IM1 IM2 IM3
IP médio 23,25% a 26,00% ab 38,54% b
N 3 13 15

*letras iguais na mesma linha representam que ndo houve diferencga estatistica entre os grupos
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis onde p < 0,05.

Conforme observado na figura 10, houve diferenca significativa do indice

proliferativo entre os escores 1 e 3 (p = 0,0123).

IP x IM
0.84

Escore mitotico

FIGURA 10 - Relac&o do indice proliferativo (IP) de acordo com o0s escores
mitéticos apresentados pelas amostras (p = 0,0123).
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5.7 Expresséo de Caspase 3 Clivada e indice Apoptético (I1A)

No que diz respeito ao indice apoptotico o valor minimo observado foi de
2%; 0 médio 13% e o0 maximo 27%.

A média relacionada a graduacédo histopatolégica foi de 13% para Gl;
15% para Gll e 11% para Glll. Ndo Houve diferenga significativa quanto a
graduacéo histopatolégica (P = 0,1500; r = 0,1408) (Tabela 13).

TABELA 13 - indice apoptético médio apresentado por cada grau histolégico
nas 31 amostras de carcinoma mamario de gatas.

Grau N 1A
I 3 13%
1 13 15%
11 15 11%

A média estabelecida para o indice apoptético para cada um dos tipos
histologicos foi de 15% para os carcinomas tubulo-papiliferos; 11% para os
carcinomas solidos e 16% para os carcinomas cribriforme. Referente aos tipos
histopatolégicos também ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p =
1363; r = 0,2025) (Tabela 14).

TABELA 14 - Tipos histolégicos e seus respectivos indices de apoptose nas 31
amostras de carcinoma mamario em gatas.

Tipo N IA
Tabulo-papilifero 13 15%
Solido 14 11%
Cribriforme 4 16%

A marcacéo positiva do anticorpo caspase-3 clivada, pode ser observada

nas figuras 11 e 12.
5.8 Relacédo do indice proliferativo com o indice apoptético
Comparando a taxa proliferativa com a apoptoética, ndo houve diferenca

significativa quanto aos graus, nem mesmo quanto aos tipos histopatoldgicos
(p =0,7027; r = 0,005099).
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FIGURA 11 - Fotomicrbraﬁa de arcioma bulo-papill'fero em gata,
marcacdo de Caspase 3 com baixo indice apoptotico, Histofine, DAB,
contracorado com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.

FIGURA 12 - Fotomicrografia de carcinoma cribriforme em gata, marcagédo de
Caspase 3, com baixo indice apoptético, Histofine, DAB, contracorado com
Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.
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5.9 Andlise das células basais CK 14

A marcacédo das células mioepiteliais/basais foi evidente para o anticorpo
CK14 em quase todas as amostras (Figura 13 e 14).

Dez amostras foram negativas para expressdao de CK 14 sendo um
carcinoma papilifero grau 1l; um carcinoma sélido grau II; seis carcinomas
sélidos grau lll; um carcinoma cribriforme grau Il e por fim um carcinoma
cribriforme grau lIl.

Segundo andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos quanto aos tipos histopatolégicos (p = 0,06), nem mesmo quanto ao
grau (p = 0,24) para expressao de CK 14 (Tabela 15).

TABELA 15 - Tipo e grau histolégico das 31 amostras de carcinoma mamario
em gatas com marcacao positiva para CK14.

Tipo | Il 11
Tubulo-papilifero 3 9 0
Solido 0 1 6
Cribriforme 0 0 2
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FIGURA 13 - Fotomicrografia de Carcinoma tubulo-papilifero em gata Notar a
marcacao citoplasmética fortemente positiva para o anticorpo CK 14, Novolink,
DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.
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FIGURA 14 Fotomlcrografla de carcmoma solldo em gata Notar a marcacgao
citoplasmatica fortemente positiva para o anticorpo CK 14 Novolink, DAB,
contracorado com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.



36

5.10 Expresséao de alfa actina de musculo liso na neoplasia mamaria felina

Na quase totalidade das amostras ndo ocorreu marcacao positiva nas
células neoplasicas para alfa actina de musculo liso, ficando esta marcacao
restrita ao tecido de sustentacdo estromal, assim como as fibras musculares
lisas que compdem a parede das artérias e arteriolas (Figuras 15 e 16).

De todos os tecidos analisados, apenas trés mostraram expressao
positiva para alfa-SMA pelas células neoplasicas. Este nimero corresponde a
9,70% das amostras analisadas. Destes trés, um era carcinoma papilifero de
grau | e dois carcinomas solidos de grau lll (Tabela 16).

Pela analise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
guanto aos tipos histopatoldgicos (p = 1,00), nem mesmo quanto ao grau (p =
0,20) (Tabela 16). Das trés amostras com marcacéo positiva para alfa-SMA,
um carcinoma solido grau lll apresentou marcagdo positiva para CK14. As
outras duas amostras foram positivas para alfa-SMA e negativas para CK14,
sendo um carcinoma tubulo-papilifero grau | e a outra um carcinoma sélido

grau Ill.

TABELA 16 - Marcacado de CK14 e alfa-SMA quanto aos tipos e graduacéo
histol6gicos das 31 amostras de carcinoma mamario em gatas.

NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL

CK14

Tipo
Cribriforme 1 (33,30%) 2 (66,70%) 3
Solido 8 (53,30%) 7 (46,70%) 15
Tubulo-Papilifero 1 (7,70%) 12 (92,30%) 13

Grau
I 0 (0,00%) 3 (100%) 3
I 3 (23,08%) 10 (76,92%) 13
1] 7 (46,66%) 8 (53,33%) 15
Total Geral 10 (32,25%) 21 (67,75%) 31

alfa-SMA

Tipo
Cribriforme 3 (100,00%) 0 (0,00%) 3
Solido 13 (86,67%) 2 (13,33%) 15
Tubulo-Papilifero 12 (92,30%) 1 (7,70%) 13

Grau
I 2 (66,77%) 1 (33,33%) 3
Il 13 (100%) 0 (0,00%) 13
I 13 (86,67%) 2 (13,33%) 15
Total Geral 28 (90,32%) 3 (9,68%) 31
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FIGURA 15 - Fotomicrografia de carcinoma tubulo-papilifero em gata. Auséncia
de marcacdo nas ceélulas neoplasicas para o anticorpo alfa-SMA, Histofine,

DAB, contracorado com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva 40x.

”

« l‘

. - e | 1 . . 4
FIGURA 16 - Fotomicrografia de carcinoma solido em gata. Notar a auséncia
de marcacdo nas células neoplasicas e a positividade das células endoteliais
para o anticorpo alfa-SMA, Histofine, DAB, contracorado com Hematoxilina de
Harris BAR, objetiva 40x.
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5.11 Expressédo das moléculas de adeséo E-caderina e P-caderina

Para a expressao de E-caderina (E-cad) foi observada marcacéo positiva
em 72% das amostras de grau | com escore 2 de marcacdo, em 42% das
amostras de grau Il com escore de marcagdo 1 e em 27% das amostras de
grau Ill com escore de marcacéo 1. Houve diferenca significativa entre grau | e
[l quando analisados os percentuais de marcacdo (p = 0,0324) (Figura 17)
(tabela 17).

TABELA 17 - E-cad em escore e em percentual segundo a graduacao da
neoplasia das 31 amostras de carcinoma mamario de gatas.
I Il 1]
Escore 2a 1lab 1b
Porcentagem 72% a 42% ab 27% b

* letras iguais na mesma linha representam que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos comparados pelo teste de Kruskal-Wallis onde p < 0,05.

Graun x Escore E-cad

4-
— 3- £ 3
=
[
r_._l-|
= 24 —
=
5
9
p— 1_
0 T Y Y
N 2 S
Grau

FIGURA 17 - Escore de E-cad apresentado em cada grau neoplasico

Quando foram considerados o0s tipos histologicos foi observada
positividade em 38% dos carcinomas tubulo-papiliferos com escore 1 de
marcacao, 28% dos carcinomas solidos com escore 1 de marcagéo e 28% dos
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carcinomas cribriformes com escore 1 de marcacgéo. Os tipos histopatologicos
apresentaram diferenca relevante entre tubulo-papiliferos e sélidos quando
analisados perante percentual de marcacéo (p = 0,0418) (Figura 18) (Tabela
18).

TABELA 18 - E-cad em escore e em percentual segundo tipo histologico das
31 amostras de carcinoma mamario de gatas.

Tabulo-papilifero Solido Cribriforme
Escore la la la
Porcentagem 38% a 28% b 28% a

* letras iguais na mesma linha representam que n&do houve diferenca estatistica entre os
grupos comparados.

E-cad x tipos histopatologicos
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FIGURA 18 - Avaliacdo percentual de E-cad segundo agrupamento em trés
tipos histopatoldgicos

Para a expressao de P-cad foi observada marcagéo positiva em 60% das
amostras de grau 1 com escore de marcacao 3, em 49% das amostras de grau
Il com escore de marcacéo 2 e 62% das amostras de grau Ill com escore de

marcagao 3.
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Quando foram considerados os tipos histologicos foi observada
positividade em 50% dos carcinomas tubulares, 51% dos carcinomas
papiliferos, 58% dos carcinomas solidos e 73% dos carcinomas cribriformes. O
escore 3 de marcacao foi atribuido a todas as amostras, independentemente
do tipo histol6égico do tumor.

N&o houve diferenca estatistica significativa para nenhum dos parametros
considerados.

A Unica amostra que foi negativa para ambos foi um saélido grau Ill, o qual
apresentou expressdo nula de E-cad e apenas 8% para P-cad, o que
classificou ambos como negativo (Tabela 19).

Ao comparar os resultado de E-cad com P-cad, ndo houve diferenca
significativa (p = 1,00).

As figuras 19 e 20 séo referentes respectivamente a marcagao observada

em E-cad e P-cad.
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TABELA 19 - Relacdo da marcacéo positiva e negativa de E-cad e P-cad nas
31 amostras de carcinoma mamario de gatas.
N E-cad P-cad E-cad/P-cad
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FIGURA 19 - Fotomicrografia de carcinoma tubulo-papilifero em gata. Notar a
marcacdo nas células neoplasicas para o anticorpo E-cad, Novolink, DAB,
contracorada com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva de 40x.

Ll

FIGURA 20 - Fotomicrografia de carcinoma sélido em gata. Notar a marcacao
nas células neoplasicas para o anticorpo P-cad, EasyPath, DAB, contracorada
com Hematoxilina de Harris BAR, objetiva de 40x.
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6 DISCUSSAO

6.1 Dados epidemioldgicos

Recentemente no Brasil ocorreu uma difusdo maior dos gatos como
animais de estimacdo ou “pets”’, mostrando esta populagdo felina grande
heterogeneidade. A maior parte destes animais sdo considerados como sem
raca definida (SRD). Na América do Norte, a incidéncia da neoplasia mamaria
nas gatas € duas vezes maior nas fémeas da raca Siamés (HAYES et al,
1981). As gatas de pelo curto assim como as persas também apresentam
maior propensdo a desenvolver a doenca (SHAFIEE et al, 2013). Em outras
localidades, a raca Siamés também é frequentemente afetada, além da gata
doméstico no Japéo (ITO et al, 1996). Os dados obtidos no presente trabalho
concordam em parte com a literatura, jA que a maior frequéncia encontrada foi
em gatas SRDs, vindo em sequéncia a raca Siamés (predisposicdo racial),
seguida da raca Persa. A maior incidéncia encontrada em gatas SRD,
provavelmente se deve ao fato das racgas felinas serem ainda pouco difundidas
no Brasil.

Dentre as amostras analisadas, a faixa etaria variou entre cinco e 20
anos, sendo estabelecida a média de 12 anos, o que esta de acordo com a
literatura consultada (ZAPPULLI et al, 2005; De NARDI et al, 2009;
RUTTEMAN et al., 2013). Nas gatas mais jovens, ou seja até 10 anos de idade,
0s tipos histopatologicos mais frequentes foram aqueles mais diferenciados, ou
seja os carcinomas tubulo-papiliferos que possuiam graduacéo histolégica | ou
II. Ja nas gatas acima de 10 anos, os tipos predominantes foram os carcinomas
sélidos e cribriformes de alto grau. Isto pode ser justificado pelo tempo, que
leva ao acumulo de erros no DNA, gerando a instabilidade genGmica. Assim a
chance de ser mais agressivo e menos diferenciado é nas gatas com mais
idade (SORENMO et al., 2013). Geralmente em animais acima de 12 anos as

lesbes observadas séo de graduacao Il (SEIXAS et al, 2011).
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6.2 Tipo e graduacao histologica

Das nossas amostras, o tipo histopatologico mais frequente foi o sélido,
seguido do tubulo-papilifero e cribriforme. Os dados da literatura no que diz
respeito a este aspecto sdo conflitantes. Tumores tubulo-papiliferos séo
apontados como 0s mais comuns por alguns autores, sendo sua frequéncia
estabelecida entre 46,5% (SILVA et al, 2016) e 50% (DIAS PEREIRA et al,
2004). Porém, outro estudo corrobora nossos achados, indicando os
carcinomas soélidos como os mais frequentes com 39%, embora cite como
segundo em frequéncia, com 34% os tumores de morfologia mista, que nao
foram encontrados em nosso estudo (SEIXAS et al., 2011). A desuniformidade
de critérios e denominacdes nas classificacfes, dificultando a comparacao de
resultados. Alguns autores incluem tipos denominados como carcinomas
micropapilares ou mesmo de morfologia mista que n&o foram considerados
neste estudo (SEIXAS et al., 2008; SEIXAS et al., 2011).

O sistema de graduacdo das neoplasias empregado neste estudo
(ELSTON & ELLIS, 1998), embora elaborado para os tumores das mulheres,
tem sido utilizado nos carcinomas mamaéarios felinos (SEIXAS et al., 2011).
Estudos recentes propfe um novo sistema de graduacdo das neoplasias de
mama da gata, estes novos critérios incorporam a deteccdo de embolia
neoplasica e as alteracfes da morfologia nuclear (MILLS et al., 2015). Deve-se
ressaltar que os critérios nucleares adotados neste novo sistema, embora nao
tdo detalhados, ja estavam incorporados ao sistema anterior.

Considerando-se as amostras deste estudo, menos de 10% das nossas
amostras apresentaram grau |, 42 % delas grau Il e 48% de grau lll. Esta
frequéncia de graduacdo estd de acordo com os dados da literatura, que
apontam 5% para o grau |, 47% para o Il e 48% para o grau Il (SEIXAS et al.,
2011).

Os tumores do tipo tubulopapilifero, foram os Unicos que apresentaram
graduacdo |, o que também foi observado por pesquisas anteriores (SEIXAS et
al, 2011; MILLS et al, 2015). O grau Il também se concentrou nos tipos
tubulopapiliferos, porém a dois carcinomas do tipo sélido e um cribriforme
também foi atribuido este grau. A predominancia do grau Ill ocorreu nos grupos

dos carcinomas sélidos (86%) e dos cribriformes (75%). O grau das neoplasias



45

de mama da gata tem sido relacionados com a agressividade do tumor e a
sobrevida dos animais (SEIXAS et al,2011; MILLS et al, 2015).

Ja foi relatado que em gatas acompanhadas por um ano apdés o
tratamento cirargico, ndo houve O&bito entre aquelas que apresentaram
neoplasias de grau I, enquanto que para as portadoras de tumores de grau Il e
grau lll a taxa de mortalidade em um ano foi de 42,4% e 100%,
respectivamente (ZAPPULLI et al, 2014). Além disso, o tempo médio livre da
doenca foi de 4 meses e o de sobrevida foi de 6 meses para gatas com
tumores de graduacao lll, enquanto aquelas com neoplasias de graduacao |
apresentaram 36 meses de sobrevida com 31 meses livres da doenca (SEIXAS
et al., 2011).

N&o foi possivel estabelecer relacdo entre a presenca de embolia
neoplasica e a graduacao histologica. No entanto, o valor prognéstico deste
achado tem sido considerado como fatores progndsticos independentes
(CASTAGNARO et al, 1998; MILLS et al., 2015).

6.3 indice mitotico e proliferativo

Nossos resultados demonstram que carcinomas tubulopapiliferos
apresentam indice mitotico inferior aos carcinomas soélidos. Este parametro
também mostrou valores maiores para os tumores de grau Il e lll, quando
comparados com os de grau |. A contagem de figuras de mitose é um tipo de
avaliacdo que ja foi incorporado aos sistemas de graduacdo das neoplasias
mamarias, inclusive nas gatas (ELSTON & ELLIS, 1998). O indice mitético tem
sido relacionado ao tempo médio de sobrevida (ZAPPULLI et al, 2014) e ao
tempo livre da doenca (SARLI et al, 2003). Deve-se ressaltar, que as figuras de
mitoses sao contadas no corte histolégico empregando-se coloragdes de rotina,
0 que torna este tipo de avaliacdo muito utilizado na rotina de diagnostico, por
ser também pouco dispendioso.

Uma das criticas que se faz a utilizacdo da contagem de figuras de mitose
€ o de ndo permitir uma avaliagcéo fidedigna do compartimento proliferativo da
neoplasia, ja que o periodo de mitose é muito curto dentro do ciclo celular,

sendo a proliferacao celular subestimada (GRIFFEY et al., 1999).
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Ja a proteina Ki-67, apresenta expressao positiva nas células que estao
em qualquer fase do ciclo celular (G1; S; G2; e M), ndo sendo expressa em
células quiescentes (fase GO) (DIAS PEREIRA et al, 2004).

O indice proliferativo é correlacionado com o grau histopatologico. Assim
ja é sabido que quanto maior o grau da neoplasia mamaria, maior sera a
quantidade de células marcadas com Ki-67. Em estudo com gatas que tiveram
como conduta terapéutica a mastectomia em isolado, o IP foi instituido como
indicativo de sobrevida, podendo ser superior ou inferior a uma ano (HUGHES
& DOBSON, 2012).0Outros autores indicam o indice mitGtico e proliferativo
como fator prognéstico (CASTAGNARO et al., 1998; PREZIOSI, et al., 2002;
SEIXAS, et al., 2011).

Espera-se que a marcacao das células neoplasicas seja menor que 50%.
Estudos recentes comprovam que a marcagdo é mais acentuada em tumores
malignos quando comparado a benignos. E dentre os malignos, um valor
interessante como nota de corte seria menor que 20%, o que ja implica pior
prognéstico e sobrevida inferior a um ano (MORRIS et al., 2008). Outro estudo
com mesmo tempo de acompanhamento, estipula como ponto de corte do
indice proliferativo de 25%, sendo que valores abaixo deste foram relacionados
com melhor progndstico (ZAPPULLI et al, 2014). Resultados similares foram
obtidos por outros autores (29,8%) (RASOTTO et al, 2012).

Quanto ao tempo livre sem doenca, depois de dois anos de
acompanhamento, conclui-se que ndo houve diferenca significativa com base
no indice proliferativo (SEIXAS et al, 2011). O valor médio estabelecido neste
trabalho para os carcinomas mamarios nas gatas foi de 35%, superior a todas
as literaturas descritas, sendo que a metodologia empregada foi a mesma
aplicada pelos autores. Embora os trabalhos relacionem a marcacao do Ki 67
com a graduacédo e ndo entre os tipos histopatolégicos (BARBIERI et al, 2012),
nao obtivemos diferengca significativa nem entre os diferentes tipos e nem
mesmo entre a graduac¢do. Houve uma discrepancia nos dados, uma vez que
os indices proliferativos foram maiores no grupo solido (38,26%), seguido por
cribriforme (38,00%), tubulo-papilifero (32,54%). Quanto a graduacdo, maior
percentual ao grau Il (38,54%), seguido pelo grau Il (36,00%) e grau |
(23,33%).
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O indice proliferativo, obtido como resultado, em ordem de melhor para
pior prognostico: tubulo-papilifero seguido por cribriforme e solido praticamente
iguais.

Comparando o indice mitético com o indice proliferativo, nosso critério foi
separar em grupos de acordo com escore mitético, uma vez que nado ha
padronizacdo de nota de corte para o IP. Sendo assim, houve diferenca
significativa entre o escore 1 e 3 em relacdo aos seus IPs. Desta forma, quanto
maior a proliferacdo, maior a agressividade tumoral, ou seja, o IP foi maior nos
carcinomas mamarios com maior graduagdo. Como o indice mitGtico esta
diretamente relacionada com a graduacdo. Porém estamos subestimando a
proliferacdo celular do tumor, na medida em que as células que nado se

encontram na fase M do ciclo celular ndo sao identificadas.

6.4 indice apoptoético

A morte celular programada, também chamada de apoptose, pode ser
detectada nas células neoplésicas pela expressao das caspases, enzimas que
participam das vias envolvidas neste mecanismo. Neste trabalho, utilizamos a
expressado de Caspase 3 clivada para a identificacdo do fenémeno.

Nossos resultados mostraram que o maior indice apoptético foi observado
nos carcinomas tubulopapiliferos e o menor nos carcinomas sélidos, ficando os
carcinomas cribriformes com o valor intermediario. Embora estes resultados
possam sugerir a preservacdo do mecanismo de apoptose nos tumores mais
diferenciados, como mecanismo de evasdo tumoral, ndo houve diferenca
estatistica entre tipos e grau histolégicos. A variacdo no percentual de células
apoptoticas marcadas entre os trés graus histolégicos foi muito discreta.

Desta forma néo é possivel afirmar que haja relacdo entre o tipo e o grau
histol6gico das neoplasias e o fenbmeno apoptético. Os dados que constam da
literatura quanto a este aspecto sao conflitantes. Nas mulheres a supressao da
apoptose esta relacionada a iniciacao e a progressao das neoplasias de mama,
sendo também relacionado aos mecanismos de resisténcia aos agentes
antineoplasicos (O'DONOVAN et al, 2003). Ja para os tumores mamarios das
gatas o indice apoptotico parece ndo desempenhar funcdo importante na

progressdo tumoral. Ele ndo se relaciona com a aquisicdo da capacidade
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invasiva ou com o aumento da atividade proliferativa, provavelmente devido a
perda precoce dos receptores hormonais durante o desenvolvimento
neoplasico (SARLI et al, 2003). Em contrapartida, nas neoplasias maméarias da
mulher ndo foi encontrada relacédo entre o aumento do indice apoptético e a
expressao de receptores hormonais.

Niveis elevados da caspase-3 foram encontrados em neoplasias
invasivas e em tecidos hiperplasicos ou normais, sugerindo que a
provavelmente o fenbmeno apoptotico é alterado ndo pela proteina caspase-3,
mas sim por seus precursores (O’'DONOVAN et al, 2003). Deve-se acrescentar
que embora nado tenha sido encontrada diferenca significativa entre o indice
apoptotico e o indice proliferativo, altas taxas de proliferacdo e a baixas taxas
apoptoticas foram encontradas nos carcinomas mamarios felinos de maneira
representativa, semelhante ao observado em mulheres (SILVA et al, 2016).
Uma possivel explicacdo estd na relagdo entre a indiferenciacdo dos
carcinomas mais invasivos da mulher, com a supressdo do fenémeno
apoptotico associada a manutencéo da proliferacdo, o que pode contribuir para
0 processo de carcinogénese e para a progressao tumoral (MOMMERS et al,
1999).

6.5 Componentes envolvidos na neoplasia mamaéaria

Os tumores benignos de mama, como o0s adenomas, tém como
componente celular original a hiperplasia ductal. JA entre as neoplasias
malignas, o carcinoma tubulopapilifero tem origem na hiperplasia lobular; o
carcinoma sdlido tem inicio na hiperplasia epitelial; e o carcinoma cribriforme &
decorrente de processo proliferativo dos Iébulos, que tendem a crescer ndo s6
em tamanho como também em volume (adenosis) (HUGHES & DOBSON,
2012).

Nos tumores de alto grau, a indiferenciacéo tecidual dificulta o diagndstico
histopatologico. O emprego das técnicas imuno-histoquimicas permitem um
diagnostico mais preciso, minimizando os riscos de erros de classificagdo
(BEHA et al, 2014).
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No presente trabalho foi utilizada expressdo de CK14 para a identificacédo
das células epiteliais basais. Ja para identificacdo das células mioepiteliais foi
utilizada a expressao de alfa-actina de musculo liso (alfa-SMA).

A expressdo de moléculas que permitam a identificacdo da origem da
neoplasia é fundamental para o estabelecimento dos subtipos neoplasicos.
Assim, a semelhanca do que j& esta estabelecido para os tumores da mulher, o
perfil imunofenotipico vem sendo explorado com a intencdo de aprimorar o
conhecimento sobre o prognéstico das neoplasias mamarias nas gatas e
cadelas (SORLIE et al, 2003). A semelhanca entre o carcinoma mamario das
gatas e o tipo basal da mulher, fortalece a ideia da utilizagcdo da neoplasia das
gatas como modelo para o estudo comparativo para os carcinomas mamarios
das mulheres (BRUNETTI et al, 2013; CALIARI et al, 2014).

O esperado € que o carcinoma do tipo basal expresse marcacao positiva
para citoqueratinas como CK14 (PRAT et al, 2010). Nas cadelas, assim como
nas gatas frequentemente ha a expressdo de varios marcadores basais
concomitantes, sendo que nas felinas o perfil celular € mais indiferenciado
(GAMA et al., 2008; BRUNETTI et al.,2013). Nos carcinomas sem origem
ductal a CK14 mostrou um aumento difuso de marcagdo, chegando sua
frequéncia a 91% (CALIARI et al, 2014).

Os tipos de carcinomas mamarios mais agressivos nas mulheres sdo um
grupo heterogéneo, o qual é subdividido em triplo negativo e em tipo basal. O
tipo basal expressa marcacéo positiva para citoqueratinas como CK5/6, CK17,
e/ou CK14; receptor para o fator de crescimento epidermal (EGFR); e alta
frequéncia de mutacdo em p53 (PRAT et al, 2010). Nas gatas, a semelhanca
da cadela (GAMA et al., 2008), frequentemente ha a expressdo de Varios
marcadores basais concomitantes, sendo que nas felinas o perfil € mais
indiferenciado (BRUNETTI et al., 2013).

A avaliacédo da expresséo de CK14 no presente estudo considerou como
amostras positivas somente aquelas com mais de 1% de células marcadas,
conforme protocolos citados pelos trabalhos mais recentes realizados em
cadelas e gatas (RASOTTO et al., 2014; MUSCATELLO et al., 2015) e que se
baseiam em metodologia estabelecida para as neoplasias maméarias das

mulheres.
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Em 21 amostras as células neoplasicas mostraram expressao de CK14,
sendo predominantes entre estas amostras os carcinomas tubulopapiliferos e
os graus | e Ill. Dessa forma, pode-se afirmar que o fenétipo basal é
relativamente frequente nas neoplasias mamarias das gatas. Porém, a
expressdo de CK14 também estd incluida no perfil imunofenotipico das células
mioepiteliais (RASOTTO et al., 2014). Deve-se ressaltar que esta expressao foi
frequente em todos os tipos histolégicos e graus. A relevancia da expresséao de
CK14 ainda é controversa, pois apesar de ser mais frequente em neoplasias
bem diferenciadas, é apontada tanto como fator favoravel (SEIXAS et al., 2008)
quanto desfavoravel (CALIARI et al, 2014) em relacdo ao prognostico.

Nas cadelas o carcinoma complexo é observado com grande frequéncia e
seu diagnostico € possivel pela avaliagdo histopatolégica de rotina. Este tipo é
raro nas gatas, porém alguns carcinomas podem estar sendo classificados
erroneamente como tubulopapiliferos e solidos, pois quando se empregam
técnicas imuno-histoquimicas sao identificados componentes mioepiteliais que
expressam alfa-SMA (SEIXAS et al., 2008).

A expressao positiva de alfa-SMA esté relacionada a menor agressividade
tumoral e melhor prognéstico (ZAPPULLI, et al., 2013). Em estudo prévio
verificou-se que o percentual de carcinomas complexos foi de 7% e que a
expressdo de alfa-SMA estava relacionada a neoplasias tubulopapiliferas de
grau 1 e que afetam fémeas jovens (SEIXAS et al., 2011). Nossos resultados
mostraram que dentre as nossas amostras 9,7% delas eram positivas para
alfa-SMA, no entanto esta expressdo foi observada tanto em neoplasias
tubulopapiliferas de grau I, quanto em carcinomas solidos de grau lll. Desta
forma, embora o numero de amostras positivas seja reduzido, ndo pudemos
verificar qualquer tipo de associacdo com o grau da neoplasia.

Neoplasias que expressaram CK14 e alfa-SMA n&o foram frequentes.
Apenas duas entre as 31 amostras, sendo um carcinoma tubulopapilifero e um

carcinoma soélido.

6.6 Moléculas de adesao

A expressao aberrante das caderinas € relacionada com tumores de alta
graduacdo (GAMA et al, 2008; FIGUEIRA et al., 2015). Esta aberracdo € mais
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perceptivel nas porcbes periféricas, nos clusters invasivos, nas areas
tubulopapiliferas, nas células mais atipicas, e nas células basais mais
indiferenciadas dos carcinomas mamarios das gatas (FIGUEIRA et al., 2015).
Cerca de 60% dos tumores benignos apresentam expressdo de caderinas
semelhantes, enquanto que 0s carcinomas apresentam uma sub-expressao,
indicando o desenvolvimento do fenétipo maligno através da perda da coesao
intercelular possibilitando o desarranjo da arquitetura do parénquima mamario
(FIGUEIRA et al., 2015). Outros autores citam que a superexpressao na
glandula mamaria da mulher promove a motilidade celular, a migracdo celular
bem como a capacidade de invasao através da matrigel (RIBEIRO et al., 2010).

Nas gatas, assim como na mulher, a expressao de P-caderina é esperada
no tecido glandular mamario normal, nas células da lamina basal, no
componente mioepitelial e pelas células progenitoras. A interacdo célula a
célula desta proteina funciona como regulador para o crescimento e maturacéo
das células epiteliais luminais. Desta forma sua expressao é fundamental para
manter a arquitetura normal da glandula (ZAPPULLI et al, 2012). No tecido
normal, a E-caderina é expressada pelas células luminais epiteliais (FIGUEIRA,
et al., 2014).

Nas nossas amostras obtivemos baixa positividade para expressao de E-
cad, jA que em apenas trés carcinomas ela foi detectada. Foi possivel verificar
maior percentual de expressdo de E-cad nos tumores de grau | quando
comparados aos tumores de grau Illl. Da mesma forma, os carcinomas
tubulopapiliferos também mostraram percentual de expressao de E-cad maior
do que os carcinomas sélidos. Apenas uma amostra de carcinoma solido de
grau lll foi negativa — menos de 10% de células marcadas — E-cad e P-cad.
Estes resultados reforcam a ideia de que a perda da expressao da molécula de
adesdo esta relacionada com o fenétipo mais agressivo e com a progressao
tumoral.

Outros autores relatam resultados semelhantes, sem no entanto
conseguirem correlacionar a expressao de E-caderina com a graduacéo
histolégica (PENAFIEL-VERDU et al, 2012).

A expressado de P-cad foi frequente, pois s6 ndo foi detectada em uma
amostra, e mostrou escores altos. Nas amostras positivas a expressao foi

muito semelhante, ndo havendo diferenca nem quanto ao tipo histologico nem
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guanto ao grau da neoplasia. A P-cad demostrou escore trés em todos os tipos
histopatologicos, porém apresentou score dois nas neoplasias de grau I, sendo
as de grau | e Ill com escore igual a trés.

A co-expressdo de P-caderina e E-caderina € associada a um pior
progndéstico e menor taxa de sobrevida (PAREDES et al, 2008). Em mulheres a
determinacdo da expressdo de P-caderina por si sé ndo € suficiente para
determinar a agressividade tumoral, pois quando expressadas isoladamente P-
caderina ou E-caderina, ativam vias alternativas e acabam por atuar como
supressores tumorais (SARRIO et al, 2009). A maior agressividade das
neoplasias mamarias guarda relagdo com a expressado de ambas as proteinas
E-cad e P-cad (VIEIRA & PAREDES, 2015). Assim a correlacdo esperada é
gue guanto maior a agressividade, maior € a expressdo de P-cad e menor ou
ate mesmo nula a expressao de E-cad, sendo a expressdo anormal de P-
caderina um melhor indicador da agressividade tumoral que a baixa expresséo
de E-caderina (FIGUEIRA et al, 2015). Entre as nossas amostras foram
positivas para ambas as caderinas trés carcinomas tubulopapiliferos, sendo
dois de grau Il e um de grau I. No entanto, a expressdo de E-cad foi menos
frequente do que a de P-cad, confirmando a natureza agressiva dos
carcinomas mamarios das gatas.

A diminuicdo da expressao da P-caderina na mama normal pode causar a
ruptura da lamina basal mioepitelial, constituindo uma leséo pré-maligna. Em
contrapartida a superexpressao é observada nas neoplasias de alta graduacéo
histopatolégica. Em tumores do tipo triplo negativo e do tipo basal a
superexpressdo esta relacionada com a supressdo apoptética (VIEIRA &
PAREDES, 2015). Quanto a E-caderina, a baixa expressao ou a anormalidade
da mesma, esta relacionada com maior capacidade de invasdo das estruturas
adjacentes, favorecendo a disseminacédo e progressao tumoral. J4 a P-caderina
quando superexpressadas estdo relacionadas com aumento da proliferagéo

celular, mobilidade, invaséo e progressao metastatica (FIGUEIRA et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Os carcinomas tubulopapiliferos mostraram indice mitético inferior ao
carcinomas sodlidos, assim como os carcinomas de grau | em relacdo aos
carcinomas de grau Il e lll.

O indice proliferativo € uma ferramenta diagndstica que deve ser mais
estudada para gerar uma padronizacdo. O indice mitdtico auxilia, porém a
proliferacdo ndo pode ser analisada s6 pela contagem de figuras mitéticas.

O imunofenodtipo basal - células CK14 positivas - é frequente nos
carcinomas mamarios das gatas.

O componente mioepitelial — células alfa-SMA positivas ou alfa-
SMA/CK14 positivas — ndo é frequente nos carcinomas mamarios das gatas.

Nossos resultados sugerem que a perda da expressdo da molécula de
adesdo E-caderina acontece a medida que a neoplasia se torna mais
indiferenciada. J4 a P-caderina é expressada em todos os tipos e graus

histol6gicos dos carcinomas mamario da gata.
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Apéndice 1 - Levantamento epidemioldgico

Numero Idade (anos) Raca Tipo histoldgico
1 5 SRD Tubular
2 13 SRD Tubular
3 10 SRD Tubular
4 9 SRD Tubular
5 14 siamés Tubular
6 10 SRD Tubular
7 13 SRD Papilifero
8 14 persa Papilifero
9 10 siamés Papilifero

10 10 SRD Papilifero
11 15 SRD Papilifero
12 18 SRD Papilifero
13 6 siamés Papilifero
14 11 SRD Solido
15 10 SRD Solido
16 14 persa Sdlido
17 14 SRD Solido
18 11 siamés Solido
19 13 SRD Solido
20 9 SRD Solido
21 20 SRD Sdlido
22 13 SRD sélido
23 9 SRD solido
24 14 siamés solido
25 14 siamés solido
26 9 SRD sélido
27 16 persa sélido
28 14 SRD cribriforme
29 14 SRD cribriforme
30 11 SRD cribriforme

w
=

14 siamés cribriforme
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Apéndice 2. Tipos histologicos, graduacgao histolégica, invaséo vascular e

.M.

. . : L Invaséao Indice
Numero Tipo histolégico Grau Vascular Mitotico
1 Tubulo-papilifero Il N&o 3
2 Tubulo-papilifero Il Sim 2
3 Tabulo-papilifero Il Nao 3
4 Tubulo-papilifero Il Sim 2
5 Tubulo-papilifero Il Nao 1
6 Tabulo-papilifero Il Sim 2
7 Tabulo-papilifero I N&o 1
8 Tabulo-papilifero I Nao 1
9 Tabulo-papilifero Il N&o 2
10 Tubulo-papilifero Il Sim 2
11 Tubulo-papilifero Il Nao 3
12 Tabulo-papilifero Il Sim 3

13 Tubulo-papilifero | Néo

14 Sélido I Sim 2
15 Solido 1] Nao 3
16 Solido 1] Sim 3
17 Solido 11 Sim 3
18 Solido 1] Nao 3
19 Solido 1] Nao 3
20 Solido 1] Nao 3
21 Solido 1] Nao 3
22 Solido I Sim 2
23 Solido 1] N&o 2
24 Solido 1] Nao 3
25 Solido 11 Sim 3
26 Solido 1] Nao 3
27 Solido 1] Nao 3
28 Cribriforme I N&o 3
29 Cribriforme 1] Sim 3
30 Cribriforme Il N&o 3
31 Cribriforme 11 N&o 3
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Apéndice 3. Quantidade de figuras mitéticas em cada campo.

V.A.

10

1

NUmero

29
28
22

20

38
11

16
26

24
56

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

50
21

40

46

68
46

47

55
79
70

44
55
113
65
61

22
23

10

13

11

10

24
25
26
27

51

91

10
12

15

14

28
29
30

106
67

12

13

56

31




Apéndice 4. Valor absoluto para obtenc¢do do indice proliferativo.
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N Campo Marcada Nao marcada  Total %

1 1 28 72 100 28%
1 2 29 71 100 29%
1 3 31 69 100 31%
1 4 31 69 100 31%
1 5 40 60 100 40%
1 6 37 63 100 37%
1 7 28 72 100 28%
1 8 34 66 100 34%
1 9 26 74 100 26%
1 10 40 60 100 40%
2 1 80 20 100 80%
2 2 74 26 100 74%
2 3 84 16 100 84%
2 4 59 41 100 59%
2 5 83 17 100 83%
2 6 71 29 100 71%
2 7 58 42 100 58%
2 8 40 60 100 40%
2 9 45 55 100 45%
2 10 69 31 100 69%
3 1 34 66 100 34%
3 2 28 72 100 28%
3 3 38 62 100 38%
3 4 26 74 100 26%
3 5 40 60 100 40%
3 6 27 73 100 27%
3 7 28 72 100 28%
3 8 34 66 100 34%
3 9 35 65 100 35%
3 10 31 69 100 31%
4 1 37 63 100 37%
4 2 28 72 100 28%
4 3 27 73 100 27%
4 4 29 71 100 29%
4 5 24 76 100 24%
4 6 32 68 100 32%
4 7 41 59 100 41%
4 8 37 63 100 37%
4 9 31 69 100 31%
4 10 35 65 100 35%
5 1 35 65 100 35%
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Apéndice 5. Valor absoluto para obtencéo do indice de apoptose.
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N Campo Marcada Nao marcada Total %
1 1 28 72 100 28%
1 2 54 46 100 54%
1 3 28 72 100 28%
1 4 34 66 100 34%
1 5 22 78 100 22%
1 6 25 75 100 25%
1 7 25 75 100 25%
1 8 3 97 100 3%
1 9 33 67 100 33%
1 10 16 84 100 16%
2 1 17 83 100 17%
2 2 8 92 100 8%
2 3 9 91 100 9%
2 4 22 78 100 22%
2 5 10 90 100 10%
2 6 15 85 100 15%
2 7 21 79 100 21%
2 8 23 77 100 23%
2 9 18 82 100 18%
2 10 13 87 100 13%
3 1 5 95 100 5%
3 2 5 95 100 5%
3 3 2 98 100 2%
3 4 1 99 100 1%
3 5 4 96 100 4%
3 6 2 98 100 2%
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3 8 3 97 100 3%
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4 4 4 96 100 4%
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4 7 20 80 100 20%
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4 10 14 86 100 14%
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Apéndice 6. Valor absoluto para obtencdo do percentual de marcacao
citoplasmatica positiva para E-cad.

N Campo Marcada Nao marcada Total
1 1 27 73 100
1 2 13 87 100
1 3 23 77 100
1 4 20 80 100
1 5 63 37 100
1 6 27 73 100
1 7 33 67 100
1 8 32 68 100
1 9 52 48 100
1 10 47 53 100
2 1 81 19 100
2 2 92 8 100
2 3 98 2 100
2 4 66 34 100
2 5 82 18 100
2 6 95 5 100
2 7 88 12 100
2 8 87 13 100
2 9 52 48 100
2 10 85 15 100
3 1 87 13 100
3 2 81 19 100
3 3 34 66 100
3 4 64 36 100
3 5 38 62 100
3 6 84 16 100
3 7 69 31 100
3 8 74 26 100
3 9 100 0 100
3 10 64 36 100
4 1 14 86 100
4 2 21 79 100
4 3 35 65 100
4 4 20 80 100
4 5 23 77 100
4 6 34 66 100
4 7 22 78 100
4 8 10 90 100
4 9 15 85 100
4 10 9 91 100
5 1 10 90 100
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Apéndice 7. Valor absoluto para obtencdo do percentual de marcacao
citoplasmatica positiva para P-cad.

N Campo Marcada Nao marcada Total
1 1 46 54 100
1 2 35 65 100
1 3 43 57 100
1 4 56 34 100
1 5 53 37 100
1 6 45 55 100
1 7 66 36 100
1 8 74 26 100
1 9 88 12 100
1 10 51 49 100
2 1 12 88 100
2 2 8 92 100
2 3 16 84 100
2 4 33 67 100
2 5 23 77 100
2 6 14 86 100
2 7 27 73 100
2 8 17 83 100
2 9 8 92 100
2 10 4 96 100
3 1 89 11 100
3 2 79 21 100
3 3 100 0 100
3 4 92 8 100
3 5 65 35 100
3 6 95 5 100
3 7 93 7 100
3 8 72 28 100
3 9 68 32 100
3 10 100 0 100
4 1 89 11 100
4 2 82 18 100
4 3 54 46 100
4 4 47 53 100
4 5 57 43 100
4 6 31 69 100
4 7 52 48 100
4 8 54 46 100
4 9 49 51 100
4 10 34 66 100
5 1 33 67 100
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