
 
 

Breno Souza Salgado 
 

 

 

Análise da expressão de MDR1, MRP1, MRP2 e da 
superfamília EGFR nos carcinomas mamários 

esporádicos de cadelas 

  

   

 

 

Tese em regime de co-tutela apresentada à 
Faculdade de Medicina, Universidade Estadual 
Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de 
Botucatu, para obtenção do título de Doutor 
em Patologia, e apresentada ao Instituto de 
Ciências Biomédicas Abel Salazar, 
Universidade do Porto, para obtenção do título 
de Doutor em Ciências Veterinárias.  

 

 

 

Orientadoras: Profas. Dras. Noeme Sousa Rocha e Maria de Fátima Gartner 

Coorientadores: Profs. Drs. Rafael Malagoli Rocha e Deilson Elgui de Oliveira 

 

 

 

Botucatu 

2015 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Breno Souza Salgado 

 

Análise da expressão de MDR1, MRP1, MRP2 e da superfamília 
EGFR nos carcinomas mamários esporádicos de cadelas 

 

Tese em regime de co-tutela apresentada à Faculdade de Medicina, 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de Botucatu, 
para obtenção do título de Doutor em Patologia, e apresentada ao Instituto de 
Ciências Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto, para obtenção do 
título de Doutor em Ciências Veterinárias. 

 

Orientadoras: Profs. Dras. Noeme Sousa Rocha e Maria de Fátima Gärtner 

 

Comissão examinadora: 

__________________________________________________ 

Prof.(a) Dr.(a) 

Universidade 

 

__________________________________________________ 

Prof.(a) Dr.(a) 

Universidade 

 

__________________________________________________ 

Prof.(a) Dr.(a) 

Universidade 

Botucatu, ______ de _______________________ de 2015 



 
 

AGRADECIMENTOS 

Esse estudo de doutorado mudou minha vida, pois aconteceu em um momento de muitas 

transformações e eu não seria capaz de finalizá-lo sem o suporte e supervisão que tive desta 

lista colossal de pessoas.  

Agradeço à Faculdade de Medicina de Botucatu, FMB – Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” – UNESP, Botucatu, Brasil, e com o Instituto de Ciências 

Biomédicas Abel Salazar, ICBAS, da Universidade do Porto, no Porto, em Portugal, locais 

nos quais realizei minha investigação. 

Agradeço o suporte da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – 

CAPES, Brasil, a qual providenciou auxílio financeiro. 

Gostaria de agradecer às minhas supervisoras Noeme Sousa Rocha e Maria de Fátima 

Gärtner, pelo apoio, oportunidade, amizade, compreensão, paciência e pela orientação, de 

modo que eu pudesse concluir esta etapa. 

Houve auxílio fundamental por parte da Fundação Antônio Prudente do Hospital A. C. 

Camargo, da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – FMVZ, UNESP – Botucatu, 

Brasil, e do Hospital Escola de Medicina Veterinária da Fundação de Ensino e Pesquisa de 

Itajubá – FEPI, para o bom andamento e avaliação dos pacientes e casos aqui relacionados.  

Gostaria de agradecer às professoras Márcias Guimarães Silva e Denise Fecchio, 

coordenadoras do Programa de Pós-graduação em Patologia da Faculdade de Medicina da 

UNESP, pela compreensão, boa vontade e orientação em diversos momentos, bem como aos 

funcionários da Pós-graduação da UNESP Botucatu e da Universidade do Porto pelo auxílio 

constante, em especial à Vânia Soler, Janete Aparecida Silva e Ana Paula Pereira, que sempre 

estiveram de prontidão com a maior paciência possível para me ajudar a solucionar os meus 

problemas. 

Também gostaria de agradecer à Suely Nonogaki pelo seu auxílio com as reações 

imunoistoquímicas e à Maria do Rosário de Moraes pelo auxílio na condução da avaliação da 

sobrevida dos animais, ajudando no contato direito com os proprietários. 

Aos meus amigos, em particular Felipe Leite, Luiz Carlos Scaldaferri e Délcio Bueno, pelas 

conversas nos momentos difíceis e pela sinceridade e entendimento de sempre, e João 



 
 

Marcelo e Larissa, que além da amizade cuidavam do meu cão Thor para mim nos momentos 

em que eu trabalhava. Não há palavras para expressar o quanto isto significa para mim. 

Ao amigo e irmão Paulo Ricardo de Oliveira Bersano, pelo auxílio, amizade e orientação ao 

longo de praticamente uma década, os quais sempre serão lembrados por mim. 

Aos amigos de Botucatu, Marcela Marcondes, Claudia Cordiolli, Fabrizio Grandi, Giovane 

Olivo, Rodrigo Volpato e Priscilla Kobayashi, pelas boas conversas e risadas em diversas 

ocasiões. 

Aos colegas e amigos Maria Cristina Resck, Gabriel Carvalho, Rodolfo Malagó, Thiago 

Anacleto, Cristiano Nicomedes, Myrian Iser e Angela Akamatsu que acreditam em mim e 

sempre possuem uma palavra de apoio. 

Aos amigos portugueses Fátima Carvalho, Irina Amorim, Célia Lopes, Luisa Mariano, pelo 

acolhimento, ensinamentos, amizade. Só tenho gratidão e admiriação por vocês. 

À Professora Maria Cecília Rui Luvizotto, que sempre me apoiou e sempre me estimulou, 

pessoa a qual sempre considerarei como uma de minhas mães. 

Aos meus pais José e Elme pelo suporte e palavras. Ao meu irmão Victor e à minha cunhada 

Angélica, simplesmente por se importarem comigo. 

Á minha madrinha e “segunda mãe” Ellen e à minha avó Branca, donas da “minha casa” e do 

“meu canto”, no qual eu busco estar presente sempre que possível. Aos meus tios e tias, 

primos e primas, pela convivência e amizade. 

Não menos importantes, aos meus cães Thor e Cocada (“Coca”), que nestes últimos anos se 

fizeram e se fazem presentes na minha vida, e a todos os cães e proprietários que participaram 

deste estudo, permitindo que fosse possível sua realização. 

E, finalmente, à minha esposa Lidianne, que por seis anos já está ao meu lado, dando suporte, 

com sua amizade e companheirismo sem fim. Te amo. 

  



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 – Representação esquemática da estrutura dos membros da família EGFR...............39 

Figura 2 – Representação esquemática do funcionamento dos transportadores ABC na célula. 

Adaptado de FLETCHER et al., 2010...............................................................49 

Figura 3 – Representação esquemática da estrutura dos membros da superfamília ABC........50 

Figura 4 – Eventos realizados durante a condução do estudo ao longo do tempo. E1: 

Entrevista seis meses após a mastectomia; E2: Entrevista doze meses após a 

mastectomia; E3: Entrevista dezoito meses após a mastectomia......................59 

Figura 5 – Distribuição percentual dos casos de tumores mamários por raça utilizados neste 

estudo........................................................................................................................................64 

Figura 6 – Imunoexpressão negativa para EGFR, com células sem evidências de marcação 

membranar. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina 

de Harris............................................................................................................65 

Figura 7 – Expressão de EGFR com resultado 1+, com marcação membranar ocasional. 

Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris....65 

Figura 8 – Expressão de HER2 com resultado 2+, com marcação membranar incompleta, 

porém acentuada. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com 

hematoxilina de Harris......................................................................................66 

Figura 9 – Expressão de HER2 com resultado 3+, com marcação membranar consistente e 

completa e marcação citoplasmática acentuada. Imunoistoquímica com DAB, 

contracoloração com hematoxilina de Harris....................................................66 

Figura 10 – Quantidade de casos com coexpressão de membros da família EGFR dentre as 

possibilidades de expressão simultânea.............................................................67 

Figura 11 – Curvas de sobrevida e expressão de membros da família EGFR. A) EGFR/HER1; 

B) HER2; C) Coexpressão de EGFR/HER1, HER2 e HER4; D) Coexpressão 

de EGFR/HER1, HER2, HER3 e HER4……………………………………...71 

Figura 12 – Carcinoma mamário canino com expressão acentuada de glicoproteína-P ao longo 

da membrana e em menor proporção no citoplasma. Imunoistoquímica com 

DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris..........................................72 

Figura 13 – Expressão positiva acentuada de MRP1, com reação intensa na membrana e 

citoplasma. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina 

de Harris............................................................................................................72 



 
 

Figura 14 – Expressão positiva fraca de MRP2, principalmente no citoplasma e 

ocasionalmente na membrana (seta). Imunoistoquímica com DAB, 

contracoloração com hematoxilina de Harris....................................................73 

Figura 15 – Curvas de sobrevida e expressão de transportadores ABC. Relação da expressão 

de (A) Glicoproteína-P, (B) MRP1 e (C) MRP2 com a sobrevida global dos 

pacientes............................................................................................................75 



 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 – Sistema TNM preconizado pela OMS (OWEN, 1980)...........................................28 

Tabela 2 – Sistema TNM modificado para neoplasias mamárias caninas................................28 

Tabela 3 – Classificação do subtipo de câncer de mama..........................................................35 

Tabela 4 – Anticorpos primários utilizados para a coloração da superfamília ABC e da família 

EGFR.................................................................................................................60 

Tabela 5 – Classificação da intensidade de marcação de acordo com o EGFR PharmDx.......61 

Tabela 6 – Intensidade de marcação de acordo com o HercepTest..........................................61 

Tabela 7 – Valores de P de acordo com a expressão simultânea de EGFR/HER1, HER2, 

HER3 e HER4...................................................................................................67 

Tabela 8 – Expressão de membros da família EGFR em relação às características 

clinicopatológicas..............................................................................................68 

Tabela 9 – Características clinicopatológicas dos pacientes de acordo com a coexpressão de 

membros da família EGFR................................................................................69 

Tabela 10 – Características clinicopatológicas dos pacientes com coexpressão simultêna de 

mais de dois membros da família EGFR...........................................................70 

Tabela 11 – Características clinicopatológicas de acordo com a expressão de proteínas 

transportadoras ABC.........................................................................................74 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

ºC - graus Celsius 

ABC - cassete ligador de ATP 

ABCC1 - cassete ligador de ATP 1 da subfamília C 

ABCC2 - cassete ligador de ATP 2 da subfamília C 

ABCG1 - gene de cassete ligador de ATP 1 

ABCG2 - gene de cassete ligador de ATP 2 

ADCC - citotoxicidade celular mediada por anticorpo 

ADP - difosfato de adenosina 

AIB1 –amplificado na mama 1 

Akt – proteína cinase de serina/treonina 

ATP - trifosfato de adenosina 

BCR-ABL - receptor de célula B/homologo do oncogene viral da leucemia murina de 

Abelson, cromossomo filadélfia 

BRCA1 - câncer de mama 1, início precoce 

BRCA2 - câncer de mama 2, início precoce 

BCRP - proteína de resistência ao câncer de mama 

c-erbB-2 - receptor de fator de crescimento epidérmico 2 

c-erbB-3 - receptor de fator de crescimento epidérmico 3 

c-erbB-4 - receptor de fator de crescimento epidérmico 4 

Ca. - carcinoma 

CA125 - antígeno do carboidrato 125 

CAAF - citologia aspirativa por agulha fina 

cdk - cinase ciclina-dependente 

CEA - Antígeno carcinoembriogênico 

CEUA - Comissão de Ética no Uso de Animais 

cm - centímetros 

Cta – domínio citoplasmático A 

Ctb – domínio citoplasmático B 

DAB - 3'3 diaminobenzidina 

DLN - Domínio ligante de nucleotídeo 

DMV - densidade microvascular 

DNA - ácido desoxirribonucléico 

DTM - domínio transmembrânico 



 
 

EDTA - ácido etilenodiaminotetracético 

EGFR - receptor de fator de crescimento epidérmico 

erbB-1 - receptor de fator de crescimento epidérmico 1 

erbB-2 - receptor de fator de crescimento epidérmico 2 

erbB-3 - receptor de fator de crescimento epidérmico 3 

erbB-4 - receptor de fator de crescimento epidérmico 4 

G1 - gap 1 (primeiro intervalo no ciclo celular) 

HER1 - receptor de fator de crescimento epidérmico 1 

HER2 - receptor de fator de crescimento epidérmico 2 

HER3 - receptor de fator de crescimento epidérmico 3 

HER4 - receptor de fator de crescimento epidérmico 4 

IHC - imunoistoquímica 

JMa – justamembranar A 

JMb – justamembranar B 

kDa - quilodáltons 

MAP - proteína ativadora de mitose 

MAPK - cinase da proteína ativadora de mitose 

M - mitose 

M - molar 

N - número 

MDR1 - protéina de resistência à múltiplas drogas 1 

mm - milímetros 

MRP - proteína associada à resistência contra múltiplas drogas 

MRP1 - proteína associada à resistência contra múltiplas drogas 1 

MRP2 - proteína associada à resistência contra múltiplas drogas 2  

NK - natural killer, assassinas naturais 

pH - potencial hidrogeniônico 

OMS - Organização Mundial da Saúde 

PI3K - fosfatidil inositol 3' cinase 

PI3KCA - fosfatidil inositol 3’ cinase catalítica-alfa 

PLC - Fosfolipase C 

P-gp - glicoproteína-P 

PTEN – fosfatidil inositol-3,4,5-trifosfato 

Rb - retinoblastoma 



 
 

RE - receptor de estrógeno 

RNAm - ácido ribonucléico mensageiro 

RP - receptor de progesterona 

S - síntese 

SNP - polimorfismo de nucleotídeo único 

SRC1 -  coativador de receptor de esteroide 1 

SRC3 – coativador de receptor de esteroide 3 

SRD – Sem raça definida 

STAT -  transdutor de sinal e ativador de transcrição 

TKI - receptor tirosina cinase 

TNM - tumor, linfonodo e metástase 

VEGF - fator de crescimento de endotélio vascular 



 
 

SUMÁRIO 

CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

1.1 CÂNCER DE MAMA NAS CADELAS       18 

1.1.1 Patogenia das neoplasias mamárias nas cadelas     18 

1.1.1.1 Proto-oncogenes         19 

1.1.1.2 Supressores tumorais         19 

1.1.1.3 Fatores relacionados com o reparo do DNA      20 

1.1.1.4 Fatores relacionados com a angiogênese      21 

1.1.1.5 Fatores endócrinos         22 

1.1.1.6 Fatores nutricionais         23 

1.1.2 Apresentação, características clínicas e estadiamento    24 

1.1.2.1 Histotipo e prognóstico        24 

1.1.2.2 Estadiamento clínico e o sistema TNM      28 

1.1.3 Oncologia comparada         31 

1.1.4 Biomarcadores do câncer        32 

1.1.4.1 Biomarcadores do câncer de mama       34 

1.2 TRATAMENTO DO CÂNCER DE MAMA CANINO    35 

1.2.1 Tratamento convencional        35 

1.2.2 Quimioterapia antineoplásica       36 

1.2.3 Terapias alvo          37 

1.2.3.1 Resistência à terapia alvo        38 

1.3 A FAMÍLIA EGFR         38 

1.3.1 EGFR/HER1          39 

1.3.2 HE2/neu          40 

1.3.2.1 HER2 e receptores hormonais       41 



 
 

1.3.3 HER3           43 

1.3.4 HER4           43 

1.3.5 Família EGFR e dimerização        44 

1.3.6 Sinalização para EGFR no câncer de mama e seus inibidores   45 

1.3.6.1 Trastuzumab          46 

1.3.6.2 Papel do Trastuzumab no tratamento do câncer de mama na mulher  47 

1.3.6.3 Resistência ao Trastuzumab        48 

1.4 INTRODUÇÃO À SUPERFAMÍLIA ABC      49 

1.4.1 Visão geral sobre os transportadores ABC      49 

1.4.2 Estrutura dos transportadores ABC       50 

1.4.3 Mecanismo de ação dos transportadores ABC   51 

1.4.4 Transportadores ABC de mamíferos      51 

1.4.4.1 Glicoproteína-P/MDR1/ABCG1       51 

1.4.4.2 MRP1/ABCC1         52 

1.4.4.3 MRP2/ABCC2/cMOAT        53 

1.4.4.4 BCRP/ABCG2         54 

1.4.5 Transportadores ABC e câncer de mama      55 

1.4.5.1 Transportadores ABC e neoplasias caninas      55 

1.4.6 Transportadores ABC e a resistência à terapia alvo com inibidores tirosina 

 cinase           56 

 

CAPÍTULO II: INVESTIGAÇÃO 

1 OBJETIVOS          58 

1.1 OBJETIVO GERAL         58 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS        58 



 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS        58 

2.1 ASPECTOS ÉTICOS E ORIGEM DO MATERIAL EM ESTUDO  58 

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL      58 

2.3 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA      59 

2.4 IMUNOISTOQUÍMICA        59 

2.4.1 Técnica           59 

2.4.2 Avaliação microscópica        61 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA        62 

 

CAPÍTULO III: RESULTADOS 

1 AVALIAÇÃO CLÍNICA E PATOLÓGICA      64 

2 AVALIAÇÃO IMUNOISTOQUÍMICA      64 

2.1 Família EGFR          64 

2.1.1 Associação entre membros da família EGFR e características   

clinicopatológicas         68 

2.1.2 Associação entre membros da família EGFR e sobrevida    71 

2.2 Superfamília ABC         71 

2.2.1 Associação entre a expressão da superfamília ABC e parâmetros 

 clinicopatológicos         73 

2.2.2 Associação entre transportadores ABC e sobrevida    75 

 

CAPÍTULO IV: DISCUSSÃO GERAL 

1 FAMÍLIA EGFR          77 

2 SUPERFAMÍLIA ABC         78 

 



 
 

CAPÍTULO V: CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

1. CONCLUSÕES          82 

2. PERSPECTIVAS          83 

2.1 Superfamília ABC como biomarcador do câncer e na resposta ao tratamento 83 

2.2 Membros da família EGFR como biomarcadores do câncer   83 

 

REFERÊNCIAS          84 

 

ANEXO I – ARTIGO ACEITO PARA PUBLICAÇÃO     114 

ANEXO II – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE    
 ANIMAIS (CEUA)         124 

APÊNDICE I – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 126 

 



 
 

 
 

RESUMO 

SALGADO, B. S. Análise da expressão de MDR1, MRP1, MRP2 e da superfamília 

EGFR nos carcinomas mamários esporádicos de cadelas. 2015. 127 f. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2015. 

 

Os tumores mamários constituem a neoplasia mais comum das cadelas, sendo que mais da 

metade são consideradas malignas e com muitos animais apresentando morte associada à 

doença. Estes tumores geralmente são tratados cirurgicamente por meio de mastectomia, 

porém os resultados frequentemente não são satisfatórios. Visto que novas abordagens 

terapêuticas são necessárias nos tumores mamários caninos, especialmente no que diz respeito 

ao tratamento adjuvante e à terapia alvo, o conhecimento acerca de possíveis componentes 

relacionados com a resistência à fármacos e que funcionem como possíveis alvos moleculares 

para a terapia deve ser garantido. Em vista disso, o objetivo da pesquisa descrita nesta tese foi 

caracterizar o papel da família de receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR) e da 

superfamília de transportadores ligadores de ATP (ABC) nos tumores mamários caninos 

como biomarcadores do câncer e sua relação com o desfecho da doença para caracterizar sua 

patobiologia. Neste estudo, os receptores tirosina cinase EGFR/HER1, HER2, HER3 e HER4, 

assim como as proteínas da família ABC glicoproteína-P/MDR1, MRP1 e MRP2 foram 

avaliadas por meio de imunoistoquímica, sendo os resultados relacionados com características 

clinicopatológicas em 43 tumores. A expressão simultânea de todos os membros da família e 

a coexpressão de EGFR/HER1, HER2 e HER4 se mostraram associadas com um desfecho 

desfavorável para a doença. A expressão de glicoproteína-P e MRP1 se apresentaram 

relacionadas com características clinicopatológicas nos tumores estudados, ao passo que a 

expressão de MRP1 foi caracterizada como um indicador prognóstico independente nestes 

tumores. Em síntese, esta tese fornece novas informações acerca da expressão da família 

EGFR nos tumores mamários caninos e associa os transportadores ABC com um desfecho 

desfavorável para a doença, consequentemente sugerindo que eles também podem estar 

relacionados com o prognóstico nos pacientes com câncer de mama. 

 

Palavras-chave: c-erbB-2; c-erbB-3; c-erbB-4; receptores tirosina cinase; P-gp; ABCC2; resistência à múltiplas 

drogas; neoplasias mamárias; cão. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

SALGADO, B. S. Analysis of MDR1, MRP1, MRP2, and EGFR family expression in 

canine spontaneous mammary tumors. 2015. 127 p. Thesis (PhD) – Medical School of 

Botucatu – São Paulo State University, Botucatu, 2015. 

 

Mammary tumors comprise the most common neoplasms in female dogs with more than half 

with malignat characteristics. Such tumors are usually treated using surgical mastecty, but 

results are frequently not satisfying. Since new therapeutical approaches are needed in canine 

mammary tumors, especially regarding adjuvant therapy and targeted therapy, an 

understanding regarding possible cellular components related to drug resistance and that work 

as possible targets for therapy is straightforward to achieve. Accordingly, the aim of the 

research described in this thesis was to study the possible role of epidermal growth factor 

receptor family (EGFR) and ATP-binding cassete (ABC) superfamily members in canine 

mammary tumors as cancer biomarkers and its relation with disease outcome in order to better 

characterize their pathobiology looking forward the future improve in canine mammary 

cancer treatment. In this study, tyrosine kinase receptors EGFR/HER1, HER2, HER3, and 

HER4, as well ABC transporters P-glycoprotein/MDR1, MRP1, and MRP2 were 

immunohistochemically evaluated and results were related with clinicopathologic 

characteristics and overall survival in 43 tumors. Expression of all family members and 

simultaneous expression of EGFR/HER1, HER2, and HER4 were related with a poor disease 

outcome. P-glycoprotein and MRP1 expression showed to be related with clinicopathologic 

features and MRP1 was characterized as a independent prognostic indicator in such tumors. In 

summary, this thesis provides new information about EGFR family expression in canine 

mammary tumors and associates ABC transporters with a poor disease outcome, consequently 

suggesting that they may also be related to prognosis in patients with mammary cancer. 

 

Keywords: c-erbB-2; c-erbB-3; c-erbB-4; tyrosine kinase receptors; multidrug resistance; P-gp; ABCC2; 

mammary neoplasm; dog. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
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Breno Souza Salgado  
 

1. CÂNCER DE MAMA NAS CADELAS 

As neoplasias mamárias das cadelas são as neoplasias que mais frequentemente 

afetam as fêmeas da espécie, particularmente nos países nos quais os animais não são 

rotineiramente castrados quando jovens. Existe grande heterogeneidade histológica nestas 

neoplasias, sendo 40 a 50% dos casos considerados como malignos (McCARTHY et al., 

2000; MISDORP, 2002; SORENMO, 2003). 

Os cães possuem cinco pares de glândulas mamária (torácicas craniais, torácicas 

caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais) e a incidência documentada de 

múltiplos tumores é de até 60% (FOWLER et al., 1974; BENJAMIN et al., 1999). Apesar da 

ocorrência relativamente comum de múltiplos tumores mamários sincrônicos, as informações 

sobre a inter-relação entre os tumores são escassas. Muitos relatos demonstram que eles são 

neoplasias primárias independentes uma das outras com características histológicas diferentes, 

sendo recomendado que todos os tumores sejam biopsiados de modo a determinar sua 

malignidade (FOWLER et al., 1974; MISDORP et al., 1999). 

Apesar das pesquisas constantes, muitas questões permanecem acerca da 

patobiologia dos tumores mamários caninos. Ainda não é totalmente claro como os 

carcinomas mamários se desenvolvem a partir das glândulas mamárias normais e quais são as 

características que permitem que um carcinoma promova metástases. 

 

1.1.1 Patogenia das neoplasias mamárias nas cadelas 

Pesquisas focadas na origem celular e mecanismos moleculares das neoplasias 

identificaram diversas moléculas isoladas e vias de sinalização, especialmente nos seres 

humanos e camundongos. Nas cadelas, assim como na mulher, a proliferação no epitélio não 

neoplásico é regulada por diversos mecanismos, incluindo aqueles associados aos reguladores 

do ciclo celular (SARLI et al., 2002). As neoplasias mamárias são caracterizadas pela 

proliferação celular aumentada quando comparado com o epitélio mamário não neoplásico. 

As células neoplásicas, tais como as células luminais mamárias, apresentam níveis de 

expressão aumentados ou produtos gênicos promotores de crescimento (proto-oncogenes) 

hiperativos, bem como podem também apresentar níveis de expressão diminuídos ou produtos 

gênicos inibidores do crescimento (supressores tumorais) envolvidos na promoção do 

crescimento (CULLEN et al., 2002). Entretanto, o impulso iniciador para o aumento na 

proliferação celular nas células mamárias não é claro. 
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1.1.1.1 Proto-oncogenes 

Proto-oncogenes promotores do crescimento estão diretamente envolvidos na 

progressão do ciclo celular, tais como os membros da família dos reguladores de ciclo celular 

(ciclinas, cinases ciclina-dependentes [CDK], proteína do retinoblastoma [Rb]), ou são 

membros de redes moleculares que induzem indiretamente o avanço no ciclo celular, tais 

como as vias de sinalização dos fatores de crescimento. Dos potenciais proto-oncogenes 

diretamente envolvidos na progressão do ciclo celular, a ciclina A e a ciclina D1 foram 

avaliadas nos tumores mamários caninos, mostrando-se aumentadas nos tumores malignos 

(MURAKAMI et al., 2000). 

Devido a sua relevância no câncer de mama da mulher, a expressão do fator de 

crescimento epidérmico 2 (HER2) e sua relação com a carcinogênese mamária tem sido 

estudada nos tumores mamários da cadela. A proteína HER2 está superexpressa em 25% dos 

cânceres de mama nas mulheres, sendo que essa superexpressão está associada com um 

prognóstico ruim (FERRETTI et al., 2007).  

Além de HER2, outras proteínas relacionadas com fatores de crescimento foram 

demonstradas como alteradas e relacionadas com a carcinogênese mamária na espécie canina, 

tais como os receptores para fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-) 1 e 2 (MOL et 

al., 1997). 

 

1.1.1.2 Supressores tumorais 

A desregulação da proliferação celular nas células não neoplásicas é direcionada 

por diversas vias moleculares, incluindo pontos de checagem no ciclo celular e diferentes 

supressores tumorais. Um dos supressores tumorais e inibidores do crescimento mais bem 

caracterizados na literatura é o gene TP53 e seu produto p53. Esta proteína é ativada por 

diferentes vias, incluindo o estresse oxidativo e o dano ao DNA, levando à senescência 

irreversível no ciclo celular (VOUSDEN & PRIVES, 2009). Além disso, a morte celular 

direcionada por p53 é mediada pelo aumento na transcrição de p21, um inibidor da ciclina 

E/Cdk2 no ponto de checagem da fase de transição entre G1 – M. O impacto da expressão de 

p53 e de sua atividade funcional nos tumores mamários das cadelas tem sido estudado 

extensivamente, porém sua importância prognóstica é controversa. 

A proteína p21 é superexpressa nos carcinomas mamários caninos metastáticos 

quando comparada com a expressão em adenomas e nas metástases nodais (KLOPFLEISCH 

& GRUBER, 2009). Este aumento pode, na realidade, representar uma tentativa de inibir o 

avanço no ciclo celular induzida por p53. O inibidor de cinase ciclina-dependente p27 é 
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regulado por estímulos extracelulares, tais como o fator de crescimento transformante-β, 

porém não em resposta ao p53. De maneira semelhante a p21, a proteína p27 regula o avanço 

no ciclo celular por meio da interação com a ciclina E/Cdk2, mas também pela interação com 

a ciclina D/Cdk4. Ademais, a expressão de p27 é reduzida nos carcinomas metastáticos e nos 

seus focos secundários, bem como nos adenomas, indicando que a perda da expressão de p27 

é um evento precoce na carcinogênese mamária canina (KLOPFLEISCH & GRUBER, 2009; 

KLOPFLEISCH et al., 2010). 

De acordo com observações realizadas in vitro, mutações no gene que codifica 

para p16, um inibidor do ciclo celular na transição entre as fases G1 – S indicam que ele pode 

estar associado com a carcinogênese mamária (DELNNOCENTES et al., 2009; AGARWAL 

et al., 2012).  

 

1.1.1.3 Fatores relacionados com o reparo do DNA 

A instabilidade genômica é uma característica fundamental das células 

neoplásicas (JACKSON & BARTEK, 2009), porém as causas e os mecanismos para essa 

instabilidade aparentam ser extremamente variáveis. Carcinógenos podem induzir dano direto 

ao DNA (HOEJIMAKERS, 2001), ao passo que células neoplásicas em estágios mais tardios 

da progressão neoplásica demonstram instabilidade cromossômica quando os telômeros no 

tumor se tornam extremamente encurtados e favorecem fusões cromossômicas (MASER & 

DE PINHO, 2002). Ademais, hipóxia e reoxigenação (BRISTOW & HILL, 2008) e estresse 

relacionado à replicação celular (HALAZONETIS et al., 2008) também são relacionados 

como promotores de dano ao DNA. Entretanto, estes não são os únicos meios de promoção de 

dano ao DNA (que ocorre naturalmente também em células não-neoplásicas), fazendo com 

que ao longo da evolução diversos métodos de reparo do DNA tenham sido desenvolvidos. 

Nas células não-neoplásicas a integridade do genoma e a sobrevivência da célula 

no microambiente são garantidas por uma rede de sensores de dano ao DNA e por enzimas 

reparadoras do DNA. Devido às diversas possíveis formas de dano ao DNA, diversos tipos de 

agentes reparadores estão disponíveis na célula, tal como a recombinação homóloga, o reparo 

por excisão de bases e o reparo por emparelhamento errado, dentre outros (HOEJIMAKERS, 

2001; CULLEN et al., 2002). 

Nas células neoplásicas, por sua vez, pode ocorrer uma inativação dos genes 

associados ao reparo do DNA, tanto por mutações genéticas quanto epigenéticas, acelerando, 

assim, a progressão para estados de mutação em outros genes (CULLEN et al., 2002; 

JACKSON & BATEK, 2009). Baseado na possibilidade de que os tumores mamários das 
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cadelas se assemelham a sua contraparte humana, pesquisas direcionadas para agentes 

reparadores do DNA também foram realizadas na espécie canina. Algumas mulheres 

apresentam cânceres na mama considerados como hereditários e associados com uma 

mutação germinativa nos genes de susceptibilidade ao câncer de mama 1 e 2 (BRCA1 e 

BRCA2) (MIKI et al., 1994). Ambos os produtos destes genes funcionam como sensores de 

danos ao DNA e induzem uma resposta de reparo (VENKITARAMAN, 2002) ao interagir 

com proteínas de reparo do DNA (SCULLY et al., 1997). 

Devido à relevância na mulher, mutações nos produtos supracitados foram 

investigadas também nos tumores mamários caninos, porém sem relação direta sendo 

estatisticamente confirmada (SUGIURA et al., 2007; KLOPFLEISCH & GRUBER, 2009; 

RIVERA et al., 2009). Entretanto, a maioria dos estudos não focou em grupos específicos de 

cães. Quando isto foi feito (IM et al., 2013), relações entre BRCA1 e o câncer de mama nas 

cadelas foram detectadas, especialmente na raça Shih Tzu. Isto é reforçado pelo fato de que 

polimorfismos gênicos de nucleotídeo único (SNP) (HSU et al., 2010) e padrões diferenciados 

de splicing de RNAm (RIVERA et al., 2009) foram encontrados na sequência de BRCA1 e 

BRCA2 de tumores mamários caninos quando comparados com tecidos mamários normais na 

espécie. 

 

1.1.1.4 Fatores relacionados com a angiogênese 

A atividade angiogênica de uma neoplasia é o resultado da ação de fatores pró-

angiogênicos ou antiangiogênicos sobre as células endoteliais ou estromais que 

subsequentemente podem se organizar de modo a formar brotamentos à partir dos vasos 

originais (GRAHAM & MYERS, 1999).  Um dos mais importantes agentes estimuladores da 

angiogênese nos tumores mamários das cadelas é o fator de crescimento para endotélio 

vascular (VEGF). A análise da expressão dos receptores e ligantes que pertencem a esta 

família de proteínas fornece um meio indireto de caracterizar o potencial pró- e anti-

angiogênico que as células e o microambiente neoplásico exercem sobre as células 

endoteliais. Nas cadelas com neoplasias mamárias, tanto VEGF quanto o receptor para VEGF 

do tipo 2 (VEGFR2/flk-1/KDR) foram investigados (RESTUCCI et al., 2002; RESTUCCI et 

al., 2004; MILLANTA et al., 2006; MILLANTA et al., 2010; SANTOS et al., 2010). 

A proteína VEGF é produzida e posteriormente se localiza no citoplasma das 

células epiteliais neoplásicas, células endoteliais e estromais, indicando tanto uma 

sinzalização autócrina quanto parácrina as quais são indutoras da proliferação vascular 

(RESTUCCI et al., 2004; MILLANTA et al., 2010). Entretanto, os resultados acerca da sua 
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expressão são conflitantes, onde estudos revelam diferenças entre neoplasias benignas e 

malignas (RESTUCCI et al., 2004; MILLANTA et al., 2010) ou ausência de diferença entre 

esses grupos (SANTOS et al., 2010). De qualquer modo, a expressão diferencial entre células 

neoplásicas e tecido normal aparenta ser uma constante, bem como o fato da expressão de 

VEGR ser independente de parâmetros clinicopatológicos relacionados ao paciente e ao tumor 

(MILLANTA et al., 2010; SANTOS et al., 2010). 

Angiopoietina 1 e 2 são outros fatores angiogênicos previamente estudados em 

neoplasias mamárias de cadelas. Ambas foram identificadas em tumores malignos, porém seu 

nível de expressão, distribuição ou associações com fatores clinicopatológicos não foram 

avaliados (KATO et al., 2006). 

O suprimento sanguíneo no microambiente, por sua vez, pode ser estimado por 

meio da quantificação da densidade microvascular (DMV) em um tumor. Ela possui um 

impacto importante no metabolismo e no comportamento neoplásico. Consequentemente, a 

DMV foi intensamente investigada nas neoplasias mamárias da cadela. Microvasos são 

definidos como aqueles com diâmetro transversal menor do que 50 mm (GRAHAM & 

MYERS, 1999), porém em alguns estudos pequenas vênulas foram inseridas na contagem 

(RESTUCCI et al., 2000; MILLANTA et al., 2010). 

A contagem da vascular é relatada como a DMV média, ou seja, o número médio 

de microvasos por milímetro quadrado. Nos tumores mamários da cadela, a contagem da 

DMV é significativamente menor nos tumores benignos do que nos malignos (GRAHAM & 

MYERS, 1999; RESTUCCI et al., 2000). A sobrevida média de cães com contagens menores 

também é significativamente maior quando comparados com cães que apresentam contagem 

de DMV maiores (RESTUCCI et al., 2000; MILLANTA et al., 2010). Tanto a DMV quanto a 

sinalização de VEGF contribuem para a biologia e o comportamento dos carcinomas 

mamários nas cadelas. Entretanto, ao menos a expressão de VEGFR aparenta ter um efeito 

menor na sobrevida pós-cirurgia. 

 

1.1.1.5 Fatores endócrinos 

O desenvolvimento da maioria dos carcinomas mamários é estrógeno-dependente 

e a maioria dos carcinomas mamários caninos expressam receptores de estrógeno (RE) 

(HENDERSON et al., 1988; SARTIN et al., 1992; NIETO et al., 2000), uma vez que a 

atividade do RE é a de estímulo para a proliferação das células luminais mamárias e sua 

expressão é fisiologicamente associada com a expressão de receptor de progesterona, outro 

indutor de mitose nas células do tecido mamário (MOHSIN et al., 2004).   
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A expressão de RE está associada com o estado hormonal nas cadelas, sendo que 

fêmeas caninas jovens não castradas tendem a possuir mais chance de apresentar neoplasias 

positivas para RE do que fêmeas mais velhas castradas (NIETO et al., 2000). Assume-se que 

há uma influência deste receptor esteroide no desenvolvimento das neoplasias mamárias 

devido à observação de que cadelas castradas quando ainda jovens possuem uma prevalência 

menor de neoplasias mamárias (SCHNEIDER et al., 1969; SORENMO et al., 2000) 

Diversos estudos tentaram caracterizar o potencial prognóstico da expressão de 

receptor de estrógeno em tumores mamários com variadas características de malignidade. 

Apesar de a literatura apresentar dados conflitantes, os estudos mais recentes determinam que 

existe uma relação entre a diminuição na expressão de receptor de estrógeno e o aumento na 

malignidade quando comparando-se com mamas normais (DE LAS MULAS et al., 2005; 

MILLANTA et al., 2005; CHANG et al., 2009). Independentemente, a evidência de que a 

castração apresenta efeito protetor não é completamente aceita e não deve sempre ser utilizada 

como base para recomendações acerca do câncer de mama nas cadelas (BEAUVAIS et al., 

2012). 

 

1.1.1.6 Fatores nutricionais 

Diversos alimentos foram relatados como relacionados ao risco de 

desenvolvimento de câncer de mama na mulher. A hipótese de que uma dieta rica em 

carboidratos pode estar relacionada ao aumento no risco de desenvolvimento de câncer de 

mama na mulher ao resultar em níveis aumentados de glicose e insulina no sangue data da 

década de 1990 (BRUNING et al., 1992). Dieta rica em gorduras, álcool, carne vermelha e 

carcinógenos produzidos durante o cozimento de alimentos são alguns dos fatores que podem 

aumentar o risco de câncer de mama, ao passo que frutas e vegetais, alimentos ricos em fibras 

e suplementos vitamínicos foram relacionados com um efeito protetor (HANF & GONDER, 

2005; PIERCE et al., 2007; JEVTIC et al., 2010). No ano de 2010, o relatório do Fundo 

Mundial de Pesquisa em Câncer concluiu que não existem evidências suficientes para 

relacionar qualquer dieta ao risco de desenvolvimento do câncer de mama (WCRF, 2010).  

Nos cães, o papel da nutrição na incidência ou no prognóstico dos tumores 

mamários também foi investigado (PEREZ-ALLENZA et al., 2000), porém de maneira 

menos ampla. Em um estudo caso-controle realizado com cães que apresentavam displasias 

ou tumores mamários (PEREZ-ALLENZA et al., 1998), o consumo de uma dieta caseira rica 

em proteínas de origem bovina e suína e pobres em proteínas de frango se mostrou associada 

com uma incidência maior de tumores mamários quando comparado com a utilização de 
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rações comerciais. Entretanto, o efeito inverso foi observado em outro estudo caso-controle 

(SONNENSCHEIN et al., 1991) realizado com cães que apresentavam tumores mamários 

malignos, nos quais a ingestão de dieta rica em gordura foi inversamente relacionada com o 

risco de desenvolvimento de neoplasias mamárias. 

Mais recentemente, um estudo observou que quando se comparam cães 

alimentados com rações comerciais e dietas caseiras, há uma peroxidação lipídica maior nos 

tecidos neoplásicos em relação às mamas normais (KARAYANNOPOULOU et al., 2013). 

Uma vez que fatores dietéticos tais como lipídeos e vitamina E estão relacionados com a 

peroxidação lipídica que ocorre nos casos de neoplasia mamária, é possível sugerir que a 

utilização de dietas balanceadas (tais como as rações comerciais) podem ser mais protetoras 

contra danos oxidativos do que dietas caseiras. 

 

1.1.2 Tipo tumoral, características clínicas e estadiamento 

 

1.1.2.1 Histotipo e prognóstico 

Cerca de 50% das neoplasias documentadas são benignas, podendo ser 

classificadas como adenomas, papilomas ductais (raramente observados), fibroadenomas ou 

tumores mistos benignos. Os adenomas podem ser do tipo simples (menos frequente), 

composto por células epiteliais ou mioepiteliais; do tipo complexo (mais frequente), composto 

por células epiteliais e mioepiteliais; ou ainda do tipo basaloide (raramente observado) 

(HELLMÉN, 2005). Os fibroadenomas podem ser classificados em dois subtipos a dizer 

pericanalicular e intracanalicular. Os tumores mistos benignos são frequentemente observados 

nas cadelas, sendo compostos por células epiteliais de caráter benigno (luminais e/ou 

mioepiteliais) formando ductos e células mesenquimais produtoras de matriz mixóide, 

cartilaginosa e/ou tecido ósseo. Algumas vezes, tecido similar ao hematopoiético pode ser 

visualizado no tecido ósseo (MISDORP et al., 1999; GRANDI et al., 2010). 

Por sua vez, 50% dos tumores são considerados como malignos, sendo 

usualmente classificados como carcinomas simples, complexos ou de tipo especial 

(MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Todas as neoplasias mamárias malignas 

apresentam potencial metastático. O risco e o padrão de metástase são influenciados pelo 

histotipo, grau de diferenciação histológica e diversos fatores prognósticos clínicos. No geral, 

as neoplasias mamárias malignas de origem nas células luminais metastatizam por via 

linfática para linfonodos regionais e pulmões, enquanto as neoplasias mesenquimatosas 

metastatizam por via hematógena diretamente para os pulmões (GOLDSCHMIDT et al., 
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2001; SORENMO et al., 2011). Os cães com neoplasias mamárias malignas possuem 

sobrevida significativamente menor do que cães com neoplasias benignas. A sobrevida global 

após dois anos documentada para as neoplasias malignas varia entre 25% e 40%, com um 

tempo médio de sobrevida variando de quatro a 17 meses. Entretanto, a sobrevida do animal 

pode ser influenciada por múltiplos fatores e pode variar significativamente dependendo do 

histotipo, do grau de diferenciação da neoplasia e tipo de tratamento empregado (MISDORP 

et al., 1999; MISDORP, 2002; LANA et al., 2013). 

Os carcinomas simples são classificados de acordo com sua diferenciação, sendo 

diagnosticados como carcinomas in situ, no qual são observadas características de 

malignidade, porém não há invasão da membrana basal pelas células neoplásicas, ou como 

carcinomas invasores, nos quais a membrana basal está invadida. Eles podem ser classificados 

como carcinomas tubulopapilíferos (frequentes), sólidos (comuns) e anaplásicos (incomuns). 

Os carcinomas anaplásicos são extremamente agressivos e o tratamento cirúrgico sozinho 

aparenta ter valor questionável (HELLMÉN, 2005). O carcinoma complexo é um histotipo 

composto tanto por células epiteliais como mioepiteliais, sendo um dos mais frequentes tipos 

de neoplasia mamária que afeta a cadela (MISDORP et al., 1999; HELLMÉN, 2005). 

O carcinoma tubular é o tipo mais comum de neoplasia mamária canina e é 

caracterizada pela manutenção da morfologia dos ductos mamários ou da glândula mamária 

normal. Os carcinomas sólidos são menos diferenciados, não apresentam estruturar 

tubulares/ductais e formam lençóis de células neoplásicas agregadas de maneira sólida. O 

carcinoma mamário anaplásico, por sua vez, é indiferenciado, pleomórfico e infiltrativo 

(MISDORP et al., 1999), sendo diagnosticado histologicamente como tal por não ser 

classificável nas outras categorias descritas pela classificação histológica de tumores 

mamários caninos preconizada pela Organização Mundial da Saúde. O grau de diferenciação 

do epitélio nas neoplasias mamárias possui impacto no prognóstico, sendo as de pior 

prognóstico as neoplasias menos diferenciadas. O carcinoma in situ e os carcinomas tubulares 

possuem melhor prognóstico, enquanto os carcinomas anaplásicos possuem pior desfecho 

(MISDORP et al., 1999). 

Os carcinomas mamários com origem nas células luminais se disseminam 

localmente por invasão direta através da membrana basal em direção ao tecido adjacente e 

promovem metástases para linfonodos regionais e órgãos distantes por meio da invasão de 

vasos linfáticos e sanguíneos. Apesar do conhecimento obtido sobre esta doença ter 

aumentando nos últimos anos, o prognóstico para pacientes com carcinoma mamário em 

estágio avançado permanece relativamente ruim, e as doenças localmente avançadas e com 
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metástases disseminadas são associadas com altas taxas de mortalidade (MISDORP, 2002). 

Entretanto, apesar de sua relevância, os mecanismos relacionados à progressão dos 

carcinomas mamários das cadelas permanecem a serem melhor esclarecidos.  

Cães com carcinomas mamários que apresentam tamanho pequeno (menor do que 

1 centímetro de diâmetro) e que são bem diferenciados histologicamente podem possuir 

prognóstico favorável com a realização somente de ressecção cirúrgica. Por sua vez, cães com 

neoplasias pouco diferenciadas ou indiferenciadas e que apresentam disseminação metastática 

possuem prognóstico desfavorável e podem requerer terapia adjuvante. Até o presente 

momento, não existem diretrizes ou recomendações específicas para os cães alocados no 

último grupo, sendo que existem poucos casos documentados relatando a efetividade de 

terapia adjuvante em tais cães (SORENMO, 2003). 

Existem, ainda, alguns tipos especiais de carcinomas, como os carcinomas de 

células fusiformes, carcinoma de células escamosas, carcinoma mucinoso e carcinoma rico 

em lipídeos (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Os carcinomas de células fusiformes 

geralmente podem ser diferenciados dos fibrossarcomas pela expressão de filamentos de 

queratina, e ao menos uma parte destas neoplasias é de origem mioepitelial (relativamente 

raros). O carcinoma de células escasmosas pode ser observado em raras ocasiões e deve ser 

diferenciado do carcinoma de células escamosas de origem epidérmica ou dos anexos 

cutâneos. O carcinoma mucinoso foi documentado nos cães, porém sua observação é rara, 

assim como o carcinoma rico em lipídeos, o qual é caracterizado por células neoplásicas com 

citoplasma vacuolizado que contém lipídeos neutros (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et 

al., 2003). 

Os sarcomas são mais frequentemente observados nas glândulas mamárias do cão 

do que em qualquer outra espécie (HELLMÉN, 2005). A causa desta caracterísita, entretanto, 

é desconhecida. Fibrossarcomas e osteossarcomas são as neoplasias mais frequentes, 

enquanto outros tipos de sarcoma (por exemplo, condrossarcoma e lipossarcoma) são 

extremamente raros. Fibrossarcomas se apresentam geralmente como tumores de crescimento 

rápido com áreas centrais de necrose e geralmente possuem um padrão de crescimento 

expansivo. Por sua vez, os osteossarcomas podem ser osteossarcomas puros ou combinados, 

por exemplo, compostos por tecido maligno ósseo e cartilaginoso. A glândula mamária é o 

local mais comum da ocorrência de osteossarcoma extraesqueléticos de tecidos moles 

(LAGENBACH et al., 1998) e os osteossarcomas que se desenvolvem neste local se 

comportam como osteossarcomas apendiculares, estando associados com metástases 

hematógenas precoces e período curto de sobrevida (SORENMO, 2003). 
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Aproximadamente 75% dos sarcomas mamários dão origem à metástases 

distantes, que geralmente se disseminam por via sanguínea. Por sua vez, cerca de 30% dos 

linfonodos regionais estão acometidos ao momento do diagnóstico e há ocorrência 

concomitante de metástases à distância, geralmente para os pulmões. Em contraste ao câncer 

de mama da mulher, metástases para tecido ósseo não são frequentemente observadas apesar 

de serem passíveis de ocorrência. Os carcinomas anaplásicos são tidos como o histotipo 

neoplásico mamário mais agressivo no cão. As células acentuadamente pleomórficas 

estimulam desmoplasia acentuada e as células malignas frequentemente se disseminam pela 

via linfática, inclusive para glândulas mamárias distantes na cadeia mamária (HELLMÉN, 

2005). A disseminação também pode ocorrer através dos vasos linfáticos da derme e 

consequentemente cruzar a linha média ventral do corpo até a cadeia mamária contralateral 

(HELLMÉN & SVENSSON, 1995). 

Existe, ainda, a possibilidade de desenvolvimento de carcinossarcoma mamário, o 

qual é considerado uma neoplasia rara composta por células semelhantes a componentes 

epiteliais malignos (luminais e/ou mioepiteliais) e células semelhantes a elementos malignos 

do tecido conjuntivo, sendo que uma mescla de quaisquer componentes carcinomatosos e 

sarcomatosos podem ser observados (MISDORP et al., 1999; HELLMÉN, 2005). O 

prognóstico de cães com neoplasias mamárias que apresentam carcinossarcomas é ruim e a 

maioria dos animais apresenta quadro metastático em período inferior a um ano (BENJAMIN 

et al., 1999). 

Outros histotipos de carcinomas mamários caninos que não são descritos na 

classificação proposta por Misdorp e colaboradores (1999) foram documentados, como o 

carcinoma micropapilar (CASSALI et al., 2002a; GAMA et al., 2008a; SALGADO et al., 

2013), o carcinoma secretor (CASSALI et al, 1999), o carcinoma mamário com diferenciação 

sebácea (CHANG et al, 2007), o carcinoma lobular invasivo (RESSER et al., 2011) e o 

carcinoma lobular pleomórfico (CASSALI et al., 2002b; SALGADO et al., 2012). Devido aos 

poucos casos documentados, não se sabe ainda ao certo seu prognóstico na espécie, porém foi 

sugerida a possibilidade de comportamento agressivo dos carcinomas invasivos 

micropapilares caninos de maneira similar à sua contraparte humana, inclusive sendo relevada 

a possibilidade de apresentação clínica como carcinoma inflamatório em uma porção 

relativamente grande dos casos (GAMA et al., 2008a).  
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1.1.2.2 Estadiamento clínico e o sistema TNM 

O estadiamento dos carcinomas mamários caninos deve ser realizado de acordo 

com o preconizado pelo sistema TNM de estadiamento da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) para tumores caninos (OWEN, 1980) ou por uma adaptação deste sistema 

(WITHROW et al., 2013). Neste sistema, “T” descreve o tumor primário, especificamente o 

tamanho do mesmo de acordo com o que se segue: T0 (não há evidência de tumor), T1 (tumor 

menor do que 3 cm de diâmetro), T2 (tumor com tamanho entre três e cinco cm de diâmetro), 

T3 (tumor com tamanho maior do que 5 cm de diâmetro), e T4 (carcinoma inflamatório, 

qualquer tamanho). A categoria “N” descreve o envolvimento de linfonodos regionais, onde 

N0 é um linfonodo histológicamente normal, N1 é um linfonodo ipsilateral positivo para a 

presença de metástases e N2
 categoriza envolvimento bilateral de linfonodos drenantes. A 

categoria “M”, por sua vez, representa a ausência ou presença de metástases à distância, onde 

M0 indica sua ausência e M1 sua presença. O sistema TNM pode, então, ser organizado de 

acordo com grupos de estádios (Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1. Sistema TNM preconizado pela OMS (OWEN, 1980) 

ESTÁDIO T N M 

I T1 N0 M0 

II T0, T1 ou T2 N1 M0 

III T3 N0 ou N1 M0 

IV T1, T2 ou T3 N0 ou N1 M1 

T: tamanho do tumor; N: acometimento de linfonodos regionais; M: metástase à distância 

 

Tabela 2. Sistema TNM modificado para neoplasias mamárias caninas 

ESTÁDIO T N M 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 N0 M0 

IV T1, T2 ou T3 N1 M0 

V T1, T2 ou T3 N0; N1 M1 

T: tamanho do tumor; N: acometimento de linfonodos regionais; M: metástase à distância 
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O estadiamento utilizando o sistema da OMS ou a versão modificada do mesmo 

fornece informações importantes sobre o prognóstico dos cães com carcinomas mamários. 

Assim como para outras neoplasias, cães com carcinomas mamários possuem pior 

prognóstico com o avançar do estádio clínico (KURZMAN & GILBERTSON, 1986; 

YAMAGAMI et al., 1996). Cães com metástases nodais (doença em estádio 4) possuem 

sobrevida significativamente menor do que aqueles pacientes em que metástases nos 

linfonodos não está presente. Adicionalmente, cães com metástases à distância (doença em 

estádio 5) possuem prognóstico pior do que cães que apresentam ausência de metástase nodal 

ou que somente apresentam metástases em linfonodos regionais. 

O estadiamento completo requer a realização de hemograma incluindo contagem 

de hemácias, perfil bioquímico sérico e urinálise. A avaliação do tumor primário, incluindo 

mensuração do tamanho e avaliação histológica com determinação do tipo e grau de 

diferenciação histológica, bem como avaliação dos linfonodos regionais e realização de 

radiografias torácicas em três direcionamentos geralmente completam o estadiamento 

(SORENMO, 2003). O propósito do estadiamento é avaliar a condição geral de saúde do 

paciente e determinar a extensão da doença, sendo que os resultados do estadiamento 

fornecem informações prognósticas importantes que podem afetar a decisão do proprietário 

do animal em tratar ou não o mesmo. Adicionalmente, o estadiamento é necessário para o 

planejamento do tratamento adequado do paciente acometido por neoplasias mamárias 

(OWEN, 1980). 

O estado dos linfonodos regionais possui grande impacto na sobrevida de cães 

com neoplasias mamárias (HELLMÉN et al., 1993; YAMAGAMI et al., 1996; MATOS et al., 

2012). Diante disso, os linfonodos regionais devem ser avaliados em todos os cães com 

neoplasias malignas, permitindo com que o tratamento adequado possa ser instituído em 

animais que apresentam metástases nodais. Os métodos de avaliação dos linfonodos incluem a 

palpação, citologia aspirativa por agulha fina (CAAF), biopsia com agulha grossa (tipo Tru-

cut) ou pela excisão completa dos linfonodos. Entretanto, sabe-se que o exame físico sozinho 

é notoriamente falho na determinação do envolvimento de linfonodos, uma vez que pacientes 

com linfadenomegalia podem apresentar somente quadros inflamatórios, enquanto linfonodos 

macroscópicamente normais podem albergar doença metastática (DE FREITAS et al., 1991). 

Um estudo comparou a sensibilidade e a especificidade dos quatro métodos 

supracitados de avaliação de linfonodos em diversos pacientes caninos apresentando tipos 

diferentes de neoplasias sólidas e encontrou resultados semelhantes aos observados nos seres 

humanos (LANGENBACH et al., 2001). A palpação se mostrou inadequada em predizer a 
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ocorrência de metástase nodal, enquanto a CAAF se mostrou um método adequado para a 

avaliação de linfonodos drenantes, com sensibilidade de 100% e especificidade de 96%. Este 

estudo incluiu cães apresentado diferentes tipos de neoplasias, porém é razoável assumir que a 

citologia apresenta confiabilidade semelhante nas neoplasias mamárias caninas.  

Os aspirados citológicos são de fácil execução, pouco invasivos, não requerem 

sedação dos animais para sua realização e fornecem resultados rápidos e confiáveis. A análise 

citológica dos linfonodos regionais sempre deve ser realizada na avaliação dos cães com 

neoplasias malignas. Se o resultado citológico é positivo ou questionável a excisão cirúrgica 

completa dos linfonodos acometidos deve ser considerada. É controverso se a remoção de 

linfonodos com doença metastática no paciente oncopata aumenta sua sobrevida, entretanto a 

ressecção nodal pode aumentar o controle regional da neoplasia e prevenir sinais associados 

com o aumento progressivo no tamanho dos linfonodos (WHITE et al., 2002). 

Em condições normais, o primeiro e o segundo par de glândulas mamárias 

(craniais) drenam para os linfonodos axilares ipsilaterais, enquanto o quarto e quinto par de 

glândulas mamárias (abdominais caudais e inguinais) drenam para seus respectivos 

linfonodos inguinais superficiais. A drenagem linfática do terceiro par de glândulas mamárias 

(abdominais craniais) é comum tanto aos linfonodos axilares quanto aos linfonodos inguinais, 

tornando a aspiração citológica de ambos os linfonodos quando neoplasias mamárias 

acometem este último par de glândulas mamárias (CHRISTENSEN, 1979). 

Por sua vez, quando se pensa acerca da drenagem linfática na cadeia mamária de 

cães com neoplasias no tecido mamário, as informações são controversas no que diz respeito 

ao caminho da drenagem e as conexões linfáticas entre cada glândula mamária nos animais, 

uma vez que alterações anatômicas que ocorrem no microambiente regional (dada a produção 

de fatores linfangiogênicos) em detrimento da doença não permitem o estabelecimento de um 

padrão de drenagem (SORENMO et al., 2011; MATOS et al., 2012; SUAMI et al., 2013). 

Dado que a drenagem linfática no tecido mamário pode sofrer alteração, 

recomenda-se a utilização de métodos que permitam avaliar com mais fidelidade o perfil 

drenante do local. Dentre as técnicas que permitem esta avaliação, destaca-se a técnica de 

biopsia do linfonodo sentinela, na qual se avalia (por meio do uso de corantes vitais) o 

primeiro linfonodo em uma cadeia linfática regional a receber a linfa de um tumor primário 

sendo, assim, o primeiro a conter um novo foco neoplásico. Com isso, é possível caracterizar 

com precisão o estado nodal (KELLEY et al., 2004; SAKORAFAS & PEROS, 2007). 

Utilizada desde a década de 1990 em estudos realizados em mulheres com câncer de mama 
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(KRAG et al., 1993), a técnica apresenta resultados promissores também nos animais 

(AQUINO et al., 2012). 

Sugere-se que todos os cães com neoplasias mamárias malignas sejam submetidos 

à realização de radiografias torácicas em três direções, uma vez que a radiografia ainda é o 

método diagnóstico padrão na avaliação de pacientes veterinários no que diz respeito à análise 

da presença ou ausência de metástases pulmonares. A radiografia convencional permite 

detectar lesões que variam em um mínimo de seis a oito milímetros de diâmetro (MISDORP, 

2002; LANA et al., 2013). 

A detecção precoce e o tratamento da doença metastática podem exercer impacto 

na resposta e resolução da doença nos pacientes humanos e a tomografia computadorizada é o 

método padrão de avaliação dos pulmões de pacientes humanos na busca por metástases 

(GLASSPOOL & EVANS, 2000). É importante realizar o diagnóstico por imagem do tórax 

de cães com neoplasias mamárias malignas, pois metástases à distância estão associadas com 

um pior prognóstico. Os pulmões compreendem o sítio mais comum de ocorrência de focos 

secundários metastáticos das neoplasias mamárias caninas, porém a avaliação de outros locais 

como o abdômen também pode ser necessária dependendo dos sinais clínicos apresentados 

pelos pacientes. Nestes casos, a ultrassonografia ou a radiografia abdominal podem ser de 

auxílio na detecção de metástases abdominais (MISDORP, 2002; LANA et al., 2013). 

 

1.1.3 Oncologia comparada 

De modo geral, o câncer de ocorrência natural possui a mesma essência da doença 

nos seres humanos, de uma maneira que poucas outras espécies poderiam se assemelhar. O 

câncer com ocorrência natural nos cães ocorre em um contexto de imunidade adequada, sendo 

caracterizado por um crescimento ao longo de períodos de tempo em um hospedeiro e um 

microambiente singênicos, desenvolvendo recorrência e metástases para sítios anatômicos 

relevantes. Estes animais compartilham muitas características clínicas, biológicas e 

epidemiológicas com cânceres de seres humanos, incluindo características histológicas, 

morfológicas, genéticas, comportamentais e de resposta ao tratamento (VAIL & MACEWEN, 

2000; KHANNA et al., 2006; PAOLONI & KHANNA, 2007; PAOLONI & KHANNA, 

2008). Ademais, a disponibilização da sequência do genoma canino completo demonstrando 

uma homologia acentuada e semelhança estreita com o genoma humano, considerada, 

inclusive, mais estreita do que a relação do genoma humano com o genoma dos roedores, 

evidencia a relevância da utilização dos cânceres de ocorrência natural nos cães como 
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ferramentas para pesquisa translacional em câncer (KIRKNESS et al., 2003; LINDBLAD-

TOH et al., 2005). 

Os tumores mamários ocorrem potencialmente em todas as espécies de 

mamíferos, sendo que a comparação da doença nos animais com o câncer de mama na mulher 

pode aumentar o nosso entendimento acerca dos mecanismos moleculares e sobre os fatores 

de risco e perfis genômicos relevantes para este tipo de câncer. Na espécie canina, ao 

representarem a principal neoplasia das fêmeas (MISDORP, 2002; WITHROW et al., 2013), 

os tumores mamários assumem um aspecto semelhante ao câncer de mama das mulheres, nas 

quais representa a segunda principal causa de morte relacionada ao câncer (após o câncer de 

pulmão) e é o câncer mais comum neste sexo, excluindo-se cânceres de pele do tipo não-

melanoma (SIEGEL et al., 2014). 

Mais importante do que as similaridades histológicas, as alterações moleculares 

relacionadas ao câncer nos cães e nos seres humanos são bastante semelhantes. Muitos 

oncogenes e supressores tumorais determinados como importantes para cânceres específicos 

dos seres humanos foram demonstrados como contribuintes na carcinogênese canina (HAGA 

et al., 2001; WITHROW et al., 2013).  

 

1.1.4 Biomarcadores do câncer 

Com o aumento na expectativa de vida dos animais, a prevalência da maioria dos 

cânceres provavelmente aumentará progressivamente. A detecção precoce das várias formas 

de câncer antes que os mesmos se disseminem pelo organismo do paciente e se torne, por 

vezes, incurável, torna importante o incentivo para que os oncologistas, assim como os 

oncologistas veterinários e pesquisadores, venham a se preocupar com um diagnóstico em 

fase inicial do desenvolvimento da doença (ETZIONI et al., 2003).  Um dos principais 

métodos para o diagnóstico precoce do câncer, para auxiliar na determinação de seu 

prognóstico e para predizer a resposta terapêutica é a utilização de biomarcadores séricos e 

teciduais. Os biomarcadores do câncer podem ser o DNA, o RNAm, proteínas, metabólitos ou 

eventos celulares tais como a apoptose, a angiogênese e a proliferação (HAYES et al., 1996). 

Os biomarcadores podem ser produzidos tanto pelas células neoplásicas como por 

outros tecidos em resposta à presença de uma neoplasia ou de acordo com outras condições, 

tais como a inflamação. Tais marcadores podem ser utilizados para triar a população geral, 

para o diagnóstico diferencial de pacientes sintomáticos e para o estadiamento clínico do 

câncer. Ademais, estes marcadores podem ser utilizados para estimar o volume tumoral, para 

avaliar a resposta ao tratamento, para verificar a recorrência da doença ou como um indicador 
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prognóstico da progressão da doença (HANAHAN & WEINBERG, 2000; HANAHAN & 

WEINBERG, 2011). 

Diversos tipos de biomarcadores existem, incluindo hormônios, enzimas, 

mutações gênicas, amplificações e translocações e mudanças no perfil genômico dos 

pacientes. Independentemente do tipo de marcador, a utilização de um biomarcador para o 

câncer depende da confirmação da melhora no desfecho da doença do paciente quando o 

mesmo é avaliado, tal como na sobrevida ou no aumento da qualidade de vida do paciente 

(HAYES et al., 1996). Apesar das múltiplas indicações, somente alguns marcadores são 

utilizados rotineiramente na avaliação dos pacientes e somente para um número limitado de 

tipos de câncer e condições clínicas. Na maioria dos casos, os biomarcadores são avaliados 

em conjunto com os resultados de imagem, histologia e achados clinicopatológicos antes que 

uma decisão clinica seja tomada (HAYES et al., 1996).  

O primeiro biomarcador relatado para o câncer foi a cadeia leve de 

imunoglobulina na urina, a qual foi identificada em 75% dos pacientes com mieloma em um 

estudo do ano de 1848 (JONES, 1848). O teste para este marcador ainda é empregado na 

prática médica, porém com técnicas modernas. Entretanto, a era moderna da avaliação dos 

biomarcadores do câncer somente se deu a partir da década de 1960, com a descoberta da 

fetoproteína-α (ABELEV et al., 1963) e do antígeno carcinoembriogênico (CEA) (GOLD & 

FREEDMAN, 1965) após a introdução de técnicas imunológicas omo o radioimunoensaio. 

Na década de 1980, com o desenvolvimento da tecnologia do hibridoma, foram desenvolvidos 

biomarcadores para os carcinomas ovarianos – o antígeno do carboidrato 125 (CA 125) 

(BAST et al., 1981). Ainda na década de 1980 foi caracterizado o antígeno específico da 

próstata (PSA) (PAPSIDERO et al., 1980), o qual é considerado até os dias atuais como um 

dos melhores biomarcadores de câncer.  

O desenvolvimento de biomarcadores depende de cinco fases conceituais: estudos 

exploratórios pré-clínicos, ensaios clínicos e de validação, estudos retrospectivos 

longitudinais, triagem prospectiva e ensaios randomizados controlados (WHITEAKER et al., 

2007). Infelizmente, os estudos atuais sobre biomarcadores tumorais são extremamente 

variáveis, não somente no que diz respeito aos métodos de avaliação empregados, mas 

também em relação às características dos pacientes. Heterogeneidades intratumoral e 

interpacientes constituem importantes fatores de confusão. Novos testes para biomarcadores 

devem, portanto, ser validados rigorosamente de modo que seu valor clínico possa ser 

demonstrado. 
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1.1.4.1 Biomarcadores do câncer de mama 

Atualmente existem diversos fatores clínicos, moleculares e histopatológicos 

validados os quais são rotineiramente utilizados como marcadores preditivos para o câncer de 

mama. Estes incluem a idade do paciente, a graduação do tumor, o tamanho da neoplasia, o 

estado nodal e a presença de metástase, o histotipo e o estado de receptor hormonal (RE e 

receptor de progesterona [RP]) (GIANCOTTI, 2006). Mais recentemente, o estado do 

receptor de fator de crescimento epidérmico 2 (HER2) e a invasão peritumoral também foram 

incluídos como marcadores de rotina nas mulheres com câncer de mama (COLLEONI et al., 

2007; CURIGLIANO et al., 2009).  

Historicamente, os cânceres de mama eram divididos em positivos ou negativos 

para receptores hormonais. Isto auxiliou na orientação do tratamento de pacientes quanto ao 

uso de terapias endócrinas diretamente ou indiretamente com alvo no receptor hormonal, tais 

como modulares seletivos de receptor de estrógeno como, por exemplo, o tamoxifeno e os 

inibidores da aromatase (HOWELL et al., 2000). A ampla utilização destes agentes na terapia 

adjuvante prolonga significativamente as sobrevidas global e livre de doença e reduz a 

incidência de câncer de mama contralateral (EBCTCG, 1998; BAUM et al., 2003). Apesar 

disso, até metade dos cânceres positivos para receptores hormonais não respondem à terapia 

endócrina na apresentação inicial (resistência intrínseca) ou desenvolvem resistência ao longo 

do tempo (resistência adquirida) (OSBORNE, 1998). Um desafio importante na prática 

médica é a separação dos pacientes entre grupos que se beneficiarão ou não da terapia 

adjuvante sistêmica. 

Ao longo da última década, a análise da expressão gênica utilizando o 

agrupamento categorizado de cânceres de mama dentre cinco grupos principais ou subtipos: 

luminal A, luminal B, superexpresso para HER2, basal e normal, os quais são determinados 

de acordo com sua semelhança na expressão em relação ao tecido normal e tumores benignos 

(PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2004). Estes subtipos diferem em relação ao desfecho, 

da sobrevida livre de doença e global, prognóstico, responsta ao tratamento e raça ou etnia 

(VAN’T VEER et al., 2002; SOTIRIOU et al., 2003; SORLIE, 2004; WANG et al., 2005; 

CAREY et al., 2006). Isto sugere que o câncer de mama não é uma entidade única, mas sim 

uma coleção de doenças heterogêneas manifestadas pelas diferenças em nível molecular, 

histopatológico e clínico, possibilitando uma origem em diferentes vias celulares ou linhagens 

de células, tais como células-tronco. Entretanto, a determinação do perfil gênico é oneroso 

financeiramente e não prontamente disponível em muitos lugares. Como resultado, diversos 

estudos investigaram o papel dos painéis de marcadores imunoistoquímicos que poderiam ser 
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rotineiramente utilizados para classificar os cânceres de mama em subtipos semelhantes 

aqueles previamente definidos utilizando a análise de expressão gênica (TANG et al., 2008). 

Para tal, muitos pesquisadores utilizam painéis de imunoexpressão baseados no RE, RP e 

HER2 (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Classificação do subtipo de câncer de mama 
Subtipo Estado de RE Estado de RP Estado de HER2 
Luminal A Positivo e/ou positivo Negativo 
Luminal B Positivo e/ou positivo Positivo 
Basal Negativo Negativo Negativo 
Superexpresso para 
HER2 

Negativo Negativo Positivo 

RE, receptor de estrógeno; RP, receptor de progesterona; HER2, receptor de fator de crescimento 
epidérmico 

 

Os resultados para as neoplasias basais são denominadas “triplo negativas”, sendo 

associadas com um fenótipo mais agressivo. Este subtipo foi originalmente identificado entre 

2% e 18% de todos os cânceres de mama que expressavam citoqueratinas de alto peso 

molecular em suas células mioepiteliais (MOLL et al., 1982; MOLL et al., 1983), momento 

este no qual foi percebido que as neoplasias eram negativas tanto para RE quanto para RP e 

HER2. O achado clínico mais significativo deste subtipo é a de que ele apresenta sobrevida 

livre de doença e global menores do que outros subtipos (SORLIE et al., 2001). 

Visto que a determinação do perfil de expressão gênico é impraticável na 

medicina veterinária atualmente, um painel semelhante foi aplicado nas neoplasias mamárias 

de cadela, permitindo a verificação de um perfil semelhante nas neoplasias mamárias das 

cadelas (GAMA et al., 2008b). No caso da aplicação de terapias direcionadas aos subtiipos 

específicos nas cadelas, espera-se, baseado nestes resultados, que as respostas sejam 

semelhantes. 

 

1.2 TRATAMENTO DO CÂNCER DE MAMA CANINO 

 

1.2.1 Tratamento convencional 

A mastectomia cirúrgica é o tratamento de eleição para tumores mamários 

caninos, sendo considerado por muitos a ferramenta mais efetiva para o controle regional da 

doença (SORENMO, 2003), exceto nos casos de carcinoma inflamatório (MISDORP et al., 

1999). Consequentemente, a remoção cirúrgica completa de tumores localizados e que não 

apresentam doença metastática é o procedimento terapêutico com maior probabilidade de 
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cura. Esta modalidade terapêutica pode ser curativa nos cães com estádio I da doença e para 

tumores pequenos (< 1 cm) quando não são invasivos e são bem diferenciados à avaliação 

histológica (SORENMO, 2003).  

A extensão das incisões depende especialmente do tamanho e da localização das 

lesões. A lumpectomia deve ser considerada para a remoção de lesões isoladas superficiais 

não-aderidas e pequenas de, no máximo, 0,5 cm de diâmetro. Lesões maiores tornam 

necessária a remoção da glândula como um todo. A mastectomia simples é indicada para 

lesões de até três centímetros de diâmetro as quais acometem somente uma glândula, ao passo 

que a mastectomia regional ou ressecção em bloco é indicada para a remoção de conexões 

linfáticas de glândulas que apresentam lesões maiores do que 3 cm de diâmetro (BRODEY et 

al., 1983; LANA et al., 2013). Por sua vez, a mastectomia radical consiste na remoção de uma 

das cadeias mamárias quando lesões maiores do que três centímetros de diâmetro acometem a 

glândula abdominal cranial. As mastectomias regional e radical também podem ser realizadas 

quando os pacientes apresentam lesões múltiplas de modo a gerar uma única ferida cirúrgica 

no procedimento (LANA et al., 2013). 

Após a remoção cirúrgica, as características histológicas serão avaliadas e as 

cadelas com tumores pouco diferenciados histologicamente apresentam uma maior chance de 

desenvolvimento de metástases e podem se beneficiar de tratamentos adicionais (SORENMO, 

2003). 

 

1.2.2 Quimioterapia antineoplásica 

Mulheres diagnosticadas com câncer de mama são comumente submetidas a 

tratamento adjuvante com quimioterápicos de modo a prevenir ou retardar o desenvolvimento 

de focos metastáticos nos casos mais agressivos. Apesar da terapia adjuvante poder ser 

utilizada na rotina da oncologia veterinária, as informações disponíveis acerca da utilização e 

da eficácia da quimioterapia nas cadelas com tumores mamários são limitadas (MISDORP, 

2002; LANA et al., 2013). 

Muitos dos protocolos quimioterápicos utilizados na medicina veterinária se 

baseiam em protocolos utilizados para tratamentos de câncer nos seres humanos. Atualmente 

não existem agentes aprovados para o tratamento do câncer nos cães sendo que, basicamente, 

todos os quimioterápicos utilizados para tratar cães são medicamentos para uso humano. 

Entretanto, espera-se que novos fármacos antineoplásicos sejam submetidas para aprovação 

dos órgãos responsáveis nos próximos anos. A toxicidade dos quimioterápicos citotóxicos 

convencionais nos cães é semelhante, se não idêntica, aquela observada nos seres humanos. 
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Entretanto, como o objetivo principal de maximizar a qualidade de vida do animal é 

importante para o proprietário, a dosagem do quimioterápico utilizado geralmente é menor do 

que aquela utilizada nos pacientes humanos (LANA et al., 2013). 

Para o câncer de mama canino, os protocolos disponíveis na literatura são 

basicamente compostos por doxorrubicina, 5-fluorouracil, ciclofosfamida (SORENMO, 2003) 

ou a utilização de cisplatina ou carboplatina como quimioterápicos únicos (OGILVE & 

MOORE, 1996; MORRISON, 1998; LANA et al., 2013; LAVALLE et al., 2012).  

 

1.2.3 Terapias alvo 

As células neoplásicas necessitam de diversas cinases para direcionar seu ciclo 

celular, sua proliferação, invasão e angiogênese, dentre outros (HANAHAN & WEINBERG, 

2000). Tratamentos direcionados contra componentes de vias de sinalização específicas têm 

demonstrado resultados promissores na abordagem de tumores sólidos e cânceres 

hematológicos nos seres humanos. A relação entre um alvo específico no câncer, sua 

modulação com um inibidor e os benefícios clínicos também têm sido investigados nos cães 

com câncer. Ensaios clínicos avaliaram a segurança e a eficácia de inibidores de tirosina 

cinase em diferentes cânceres caninos, incluindo tumores mamários e com resultados bastante 

promissores especialmente para os mastocitomas cutâneos (LONDON et al., 2003; LONDON 

et al., 2009). 

Na medicina, o desenvolvimento e especialmente a aprovação clínica de novos 

tratamentos para o câncer é lento, custoso e desgastante (DIMASI & GRABOWSKI, 2007). 

Um dos aspectos limitantes no desenvolvimento convencional de fármacos é que os modelos 

murinos de câncer não representam completamente os diferentes cânceres dos seres humanos, 

sendo diferentes devido aos seus longos períodos de latência, instabilidade genômica e 

heterogeneidade de células tumorais no seu microambiente (GORDON et al., 2009). Ademais, 

em contraste à medicina, as terapias alvo moleculares (dentre as quais a imunoterapia) para o 

câncer são limitadas na medicina veterinária.  

Nos cânceres de mama das mulheres, a terapia alvo molecular para membros da 

família EGFR é comumente utilizada e especialmente direcionada para a proteína HER2 por 

meio da utilização do anticorpo monoclonal trastuzumab (Herceptin®, Genentech, South San 

Francisco, Estados Unidos) (GARNOCK-JONES et al., 2010). Uma vez que há uma 

homologia significativa para membros da família EGFR entre seres humanos e cães (SINGER 

et al., 2012), é de se esperar que possíveis terapias alvo molecular direcionados para essas 

proteínas sejam aplicáveis em cães com câncer. Isto é particularmente possível em um curto 
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prazo, especialmente pelo desenvolvimento de anticorpos específicos para utilização nos cães 

(SINGER et al., 2014).  

 

1.2.3.1 Resistência à terapia alvo 

A resistência à terapia alvo molecular tem sido o principal problema relacionado 

ao sucesso da aplicação destes agentes emergentes. A resistência pode ser um resultado de 

mutações pré-existentes/alterações no alvo dos fármacos (intrínseco) ou de mutações 

induzidas após um tratamento medicamentoso (adquirida). A resistência adquirida, ou seja, 

evidente nos pacientes que foram inicialmente responsivos e que foram tratados normalmente 

durante um ano até 18 meses, se tornou uma preocupação dos clínicos que tratam pacientes 

com terapias alvo, em particular no câncer de mama com o trastuzumab e com o lapatinib 

(LIU et al., 2009). Enquanto os mecanismos pelos quais a resistência ocorre não foram 

completamente caracterizados, muitos estudos forneceram hipóteses plausíveis.  

Foi sugerida a hipótese de que a resistência adquirida pode ser evitada por meio 

da inibição simultânea das vias HER2 e de RE durante o tratamento. Ademais, foi 

estabelecido que a mutação na via de sinalização do fosfatidil inositol ‘3 cinase (PI3K) leva à 

resistência ao lapatinib in vitro. As mutações identificadas, a perda de função de PTEN ou 

uma mutação de ativação em PI3KCA levaram à resistência ao lapatinib. Entretanto, o 

fenótipo de resistência foi revertido após o tratamento com um inibidor de PI3K desenvolvido 

pela Novartis conhecido como BEZ235 (SERRA et al., 2008). 

Através da avaliação de estudos, se tornou claro que existem diversos mecanismos 

pelos quais a resistência pode ser adquirida. Nos cães, em vista da pouca ou nenhuma 

utilização de terapia alvo, especialmente nos cânceres de mama da cadela, fazem com que 

seja difícil avaliar o fenômeno de resistência para tais agentes. Espera-se, entretanto, que com 

o avanço da oncologia veterinária seja possível caracterizar a existência e seu perfil também 

nas neoplasias caninas. 

 

1.3 A FAMÍLIA EGFR 

A família EGFR é composta por receptores tirosina cinase típicos implicados no 

câncer desde o final da década de 1970 e início da década de 1980, quando foi verificado que 

o vírus do tumor da eritroblastose aviárias codificava para uma forma aberrante do receptor de 

fator de crescimento epidérmico (também conhecido como ErbB1, HER1 ou EGFR) 

(DOWNWARD et al., 1984b). Esta família é composta por quatro membros (HER1/EGFR, 

HER2, HER3 e HER4), os quais compartilham de uma estrutura geral semelhante composta 
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por dois prolongamentos ricos em cisteína em seus ectodomínios e um domínio cinase 

margeado por uma cauda carboxitermnial com sítios de autofosforilação de tirosina 

(DOWNWARD et al., 1984a; RIEDEL et al., 1987) (Figura 1). 

 

Figura 1. Representação esquemática da estrutura dos membros da família EGFR 

 

Com poucas exceções (por exemplo, células hematopoiéticas), as proteínas da 

família EGFR são expressas tanto por células de origem mesodérmica quanto ectodérmica 

(YARDEN & SLIWKOSKI, 2001), participando do desenvolvimento de muitos sistemas no 

organismo. Pesquisas acerca da desregulação da família EGFR devido à superexpressão ou 

mutações demonstraram que suas interações promovem o câncer (HYNES & LANE, 2005). 

A ligação entre a família EGFR e o câncer foi observada durante estudos com EGFR, o 

primeiro membro da família descoberto, para o qual pesquisas iniciais estabeleceram que a 

ativação da cinase de EGFR pelo ligante de EGFR resulta em aumento da glicólise, da 

proliferação celular e em alterações no formato das células (CARPENTER & COHEN, 1979).  

 

1.3.1 EGFR/HER1 

Na fisiologia da célula normal humana EGFR/HER1 controla processos 

diferentes, tais como a organogênese renal, o balanço eletrolítico renal e a função cardíaca 

(MELENHORST et al., 2008; SCHREIER et al., 2012). Ademais, está relacionado com os 

processos de controle de sobrevivência celular, proliferação e adesão em diversos tipos 
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celulares. Quando a função do EGFR/HER1 se torna desregulada, estes processos são 

alterados, contribuindo para doenças tais como a doença renal policística e diversos tipos de 

câncer (HERBST, 2004). Recentemente o mecanismo de ativação de EGFR/HER1 foi 

revelado, permitindo concluir tanto sobre sua função normal e desregulada (ZHANG et al., 

2006). 

A interação entre EGFR e seus ligantes resulta na homo ou heterodimerização de 

EGFR seguida da autofosforilação do domínio tirosina cinase (MCCUNE & EARP, 1989). Os 

resíduos de tirosina fosforilados servem como pontos de ligação para o recrutamento de 

transdutores de sinal e ativadores de substratos intracelulares. A via das MAP cinases e a via 

PI3K e Akt são as principalmente associadas com os membros da família EGFR, incluindo 

EGFR/HER1 (ALROY & YARDEN, 1997; LIU et al., 1999; MUTHUSWAMY et al., 1999).  

Apesar de alguns estudos associarem a superexpressão de EGFR/HER1 com um 

desfecho clínico ruim (TSUTSUI et al., 2002), o significado prognóstico deste componente no 

câncer de mama da mulher ainda é controverso (KLIJN et al., 1992; RAMPAUL et al., 2004). 

O interesse no EGFR/HER1 é alimentado pela disponibilidade de inibidores tirosina cinase 

específicos para EGFR, os quais foram testados em pacientes com diferentes cânceres 

(BASELGA & ARTEAGA, 2005). Este interesse também se estende à medicina veterinária 

em vista da possibilidade de utilização de inibidores específicos para EGFR/HER1 também 

nos cães (SINGER et al., 2014). 

Em relação aos tumores mamários caninos, estudos relacionados à expressão de 

EGFR são escassos. Há um número limitado de relatos que demonstram a expressão de EGFR 

nas neoplasias mamárias (DONNAY et al., 1993, 1996; RUTTEMAN et al., 1994), por vezes 

associando-a com um comportamento agressivo (GAMA et al., 2009; CARVALHO et al., 

2013; GUIMARÃES et al., 2013; KIM et al., 2013; SILVA et al., 2014). 

 

1.3.2 HER2/neu 

HER2, também conhecido como erbB-2 e neu, é um gene que codifica para uma 

glicoproteína transmembrânica membro da família EGFR que trabalha como receptor tirosina 

cinase e medeia processos estimuladores de mitose, apoptose, neoangiogênese e diferenciação 

celular (MENARD et al., 2000). O gene que codifca para HER2 foi caracterizado como um 

oncogene chave no câncer de mama da mulher na década de 1980 (SCHECHTER et al., 1985; 

NATALI et al., 1990), com aplificação em 20-30% de todos os pacientes com câncer de 

mama, o que demonstra uma correlação com a superexpressão de HER2 e a redução na 

sobrevida dos pacientes (SLAMON et al., 1989). Em uma célula humana normal que expressa 
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HER2, existem duas cópias do gene e cerca de 50.000 cópias da proteína na superfície da 

célula. Entretanto, nos pacientes com amplificação deste gene e com superexpressão da 

proteína, o número de receptores na superfície das células pode aumentar para mais de um 

milhão (SLAMON et al., 1987; ROSS et al., 2003). Em razão disso, HER2 se tornou um alvo 

no tratamento do câncer de mama devido às suas propriedades de sinalização nos tumores de 

mama. Além disso, HER2 é classificado não somente como um fator prognóstico, mas 

também como um marcador preditivo para a resposta de diversos agentes terapêuticos nas 

mulheres com câncer de mama (ROSS & FLETCHER, 1998; TSONGALIS & RIED, 2001). 

Nos cães, estudos demonstraram tumores benignos sem expressão de RNAm do 

gene em questão, ao passo que tumores malignos apresentaram níveis aumentados, sugerindo 

assim um papel na progressão maligna nestas neoplasias (AHERN et al., 1996). Apesar disso, 

estudos imunoistoquímicos subsequentes não foram consensuais, com as taxas de 

superexpressão em tumores variando de 17.6% aé 48% (RUNGSIPIPAT et al., 1999; 

MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003; GAMA et al., 2008b; SASSI et al., 2010; IM et al., 

2013). 

 

1.3.2.1 HER2 e receptores hormonais 

Nas mulheres, aproximadamente 65% dos carcinomas mamários apresentam 

positividade para o RE, sendo frequentemente tratados por meio da utilização de tamoxifeno. 

Esta droga compete com o estrógeno pelo RE e, consequentemente, reprime a alta taxa de 

transcição deste receptor. Subsequentemente, células neoplásicas positivas para RE perdem 

seu fenótipo proliferativo, atingindo sucesso em aproximadamente 60% dos tumores positivos 

(JOHNSTON et al., 2003). Inibidores de aromatase e outros medicamentos anti-esteróides 

também são efetivos em tumores positivos para RE (BUZDAR & HORTOBAGYI, 1998), 

porém alguns casos podem apresentar resistência à terapia endócrina após certo período de 

tempo (JOHNSTON et al., 1997). 

O mecanismo de resistência não é completamente compreendido, porém a 

interação entre RE/família EGFR está envolvida nos mecanismos de resistência nos pacientes 

com câncer de mama quando estes são submetidos à terapias endócrinas (NICHOLSON et al., 

1999; SHOU et al., 2004; BENDER & NAHTA, 2008). 

 A dimerização entre os membros da família EGFR ativa diversas vias de 

sinalização e, como consequência, gera a fosforilação de diferentes cinases, gerando um 

esforço anti-apoptótico, estímulo para proliferação ou mesmo para a migração celular 

(DITTMAR et al., 2002; CITRI et al., 2003; HOLBRO et al., 2003). Ademais, esses efeitos 
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podem também levar à ativação do RE ou mesmo de seus co-reguladores. Desta maneira, o 

RE pode gerar seus efeitos celulares, a dizer aumento do desenvolvimento tumoral e 

resistência à terapia endócrina nos pacientes com altos níveis de HER2 e RE (FONT DE 

MORA & BROWN, 2000; HONG & PRIVALSKI, 2000; SHOU et al., 2004). 

O RE é expresso no núcleo, onde age como um regulador da transcrição de 

diversos genes. Sua estrutura é composta por um sítio de ligação, locais de ativação de 

transcrição e um local de ligação ao DNA de modo a cooperar com os promotores de genes 

alvo (PARKER, 1993; OSBORNE & FUQUA, 2000). A transcrição do gene alvo inclui o 

recrutamento de AIB1 (SRC3), um coativador do RE (McKENNA et al., 1999). Por outro 

lado, a estrutura do RE é altamente reagente com o tamoxifeno, o qual estimula a aderência de 

co-repressores e, consequentemente, a expressão dos genes alvo se torna comprometida 

(SMITH et al., 1997; SHOU et al., 2004). Dependendo do tecido envolvido, o tamoxifeno 

pode apresentar papéis antagonistas ou agonistas, os quais podem indicar que em diferentes 

tecidos diferente co-repressores e coativadores estão envolvidos. No caso das células 

apresentarem altos níveis de coativadores, tais como AIB1 ou SRC1, o tamoxifeno age como 

um agonista (SMITH et al., 1997). 

O RE pode agir como um coativador de proteínas como a ciclina D1, envolvida 

no ciclo celular, receptor do fator de crescimento semelhante à insulina (IGFR), RP, fator de 

crescimento transformante-α e VEGF. Esta tática do RE nas células é denominada como 

mecanismo de RE mediado por genes (FRASOR et al., 2003). Ademais, o RE pode ser 

localizado no citoplasma de células mamárias neoplásicas, assim como em sua membrana, 

onde é capaz de reagir com Src, EGFR e HER2, em um evento denominado mecanismo de 

RE de mediação não-genômica (SONG et al., 2002; RAZANDI et al., 2003; SHOU et al., 

2004). 

Quando o tamoxifeno é aplicado em células neoplásicas que expressam altos 

níveis de RE, AIB1 e HER2, ele age como um agonista e resulta no desenvolvimento tumoral. 

Entretanto, caso o tumor apresente deficiência de estrógeno este desenvolvimento é 

comprometido. Consequentemente, os inibidores de aromatase – os quais restringem o 

estrógeno às células – aparentam possuir um efeito mais eficaz sobre células neoplásicas 

positivas para RE e HER2 (KATO et al., 1995; DOWSETT, 2003). Além disso, a interação 

entre RE e a família EGFR foi demonstrada na via de sinalização dependente de 

EGFR/HER2, a via das MAP cinases, onde a mesma encontra-se comprometida caso a 

concentração de RE diminuía significativamente, mas é potencializada no caso dos níveis de 

tamoxifeno ou estrógeno aumentarem (SHOU et al., 2005). 
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Inibidores de tirosina cinases (TKIs) tais como o gefitinib, quando utilizados em 

células neoplásicas que expressam RE, HER2 e AIB1 previnem a fosforilação de proteínas da 

família EGFR, alterando os efeitos mediados por estrógeno e tamoxifeno. Consequentemente, 

é possível concluir que a família EGFR é capaz de influenciar o estrógeno e o tamoxifeno 

devido à ocorrência de interações (SHOU et al., 2005).  

 

1.3.3 HER3 

O HER3 (ErbB3) é um receptor tirosina cinase o qual apresenta fraca atividade 

(GUY et al., 1994; KRAUSS et al., 1989). Ele forma com HER2 um complexo de alta 

afinidade para seu ligante natural, a heregulina (SLIWKOWSKI et al., 1994). HER3 está 

superexpresso em diversos cânceres nos seres humanos, porém não há evidência de 

amplificação gênica e dados sobre sua superexpressão são limitados. Entretanto, um estudo 

acerca das mutações encontradas na co-expressão de HER2 com EGFR ou HER3 nos 

carcinomas de células escamosas orais nos seres humanos demonstrou que elas são 

extremamente capazes de predizer o comportamento dos tumores (XIA et al., 1999). 

Consequentemente, a caracterização do papel de HER3 como um biomarcador prognóstico se 

torna mais importante, ao menos nos carcinomas de células escamosas humanos. De maneira 

semelhante, estudos com câncer de próstata sugerem a existência de um envolvimento 

parácrino de Neuregulina 1 e o heterodímero HER2/HER3 (LYNE et al., 1997). Nas cadelas, 

até o momento, são poucas as informações disponíveis na literatura acerca de HER3 (KIM et 

al., 2011), sendo os achados limitados e, até o momento, não apresentando relação com 

doenças malignas. 

 

1.3.4 HER4 

HER4, em comparação com os outros membros da família EGFR nos seres 

humanos, possui uma menor quantidade de dados disponíveis na literatura e, quando 

comparado com EGFR/HER1, HER2 e HER3, possui uma quantidade acentuada de 

informações conflitantes sobre seu comportamento, fazendo com que não seja facilmente 

relacionado com o desenvolvimento do câncer. HE4 possui tanto ligantes quanto atividade do 

tipo cinase, porém é produzida de maneira única em ao menos quatro isoformas de 

comprimento diferentes como uma consequência de splicing alternativo do RNAm (outros 

receptores podem apresentar formas parciais de sequências extracelulares as quais são 

secretadas como proteínas solúveis (JUNTILLA et al., 2000). 
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HER4 contém duas ou mais sequências extracelulares alternativas imediatamente 

antes da região transmembrânica a qual aparente ser tanto sensível (JMa) como insensível 

(JMb) à clivagem proteolítica. Isto pode gerar um fragmento extracelular solúvel e uma forma 

ativa catalítica ancorada à membrana. Este último fragmento é um substrato para clivagens 

posteriores em um local no interior da membrana celular que permite a liberação da proteína 

citoplasmática solúvel. Apesar de inesperado, isto aparenta se translocar para o núcleo da 

célula (SRINIVASAN et al., 1998) onde pode ativar a expressão gênica (ZHOU & 

CARPENTER, 2002). Esta região citoplasmática pode também ser de dois tipos, um (Cta) 

que contém um local que quando fosforilado pode recrutar um sinal da via PI3K, e outro que 

não apresenta este segmento de 16 aminoácidos (Ctb) e, consequentemente, não pode ativar 

esta via (JUNTILLA et al., 2000). 

As evidências de que HER4 pode estimular o desenvolvimento tecidual foram 

demonstradas em diferentes sistemas, tais como no desenvolvimento da glândula mamária dos 

camundongos (JONES et al., 1999) ao induzir respostas de crescimento. Ademais, isto é 

reforçado pelo fato de estudos terem demonstrado que a expressão de uma ribozima 

citoplasmática que degrada seletivamente o RNAm do receptor suprime o crescimento celular 

(TANG et al., 1999; SARTOR et al., 2001).  

O papel de HER4 na carcinogênese não foi totalmente esclarecido. Entretanto, 

estudos sugerem que existem três categorias de câncer: aqueles com superexpressão de HER4, 

os com ausência de superexpressão dos membros da família EGFR e aqueles com um ou mais 

dos outros receptores superexpressos (WITTON et al., 2003). Os mesmos estudos sugeriram 

que a superexpressão de HER4 possui o melhor prognóstico, levantando a questão sobre a 

necessidade de sua inibição e se tal fato não levaria à piora do prognóstico. Apesar disso, as 

informações sobre seu papel na carcinogênese ainda são conflitantes. Nos tumores mamários 

das cadelas, por sua vez, não existem informações acerca da expressão de HER4. 

 

1.3.5 Família EGFR e dimerização 

Uma interação ligante-ectodomínio encoraja a dimerização, a qual é caracterizada 

pelo contato tanto de duas proteínas diferentes da mesma família (heterodimerização) quanto 

duas moléculas idênticas (homodimerização). A natureza da conformação molecular de 

EGFR, HER3 e HER4 não permite que eles interajam com outros receptores tirosina cinase. 

O braço de dimerização permanece em uma conformação autoreprimida devido à ligação 

intramolecular dentro das proteínas situadas no domínio IV de seu ectodomínio. Entretanto, 

quando o ligante se conecta a uma dessas proteínas, o braço de dimerização localizado no 
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domínio II do ectodomínio se converte para uma conformação competente (GARETT et al., 

2002), mesmo que uma interação com o ligante não seja suficiente para provocar uma reação 

(DAWSON et al., 2005). 

A porção cinase localizada na cauda das moléculas da família EGFR (exceto por 

HER3) é ativada por meio de uma reação de transfosforilação. Duas porções, C e N, 

compõem esse domínio e cooperam para a geração de uma conformação ativa. A ativação da 

cinase ocorre quando a porção C da primeira cinase entra em contato com a porção N da 

segunda, a qual se torna alostericamente ativada (ZHANG et al., 2006).Múltiplas vias de 

sinalização intracelular são ativadas como resposta á dimerização da família EGFR, tais como 

a via da fosfolipase C (PLC), do transdutor de sinais e ativação de transcritos (STATs), MAP 

cinase (MAPK) e PI3K (MIACZYNSKA et al., 2004), sendo que as duas últimas são bem 

documentadas como relacionadas com a sobrevivência celular e proliferação (BUZDAR & 

HORTOBAGYI, 1998; NEVE et al., 2000).  

Nas células neoplásicas, mutações nos domínios cinase de HER2 ativam a 

resistência a alguns inibidores de EGFR (WANG et al., 2006). A estrutura dos dímeros pode 

manipular as vias de regulação intracelulares, sendo que alguns arranjos estão presentes em 

carcinomas agressivos, tais como HER2/EGFR, EGFR/HER3 e HER2/HER3 (ALIMANDI et 

al., 1995; COHEN et al., 1996; GRAUSS-PORTA et al., 1997). Adicionalmente, a 

heterodimerização HER2/EGFR é relatada como presente na maioria dos carcinomas 

agressivos e de pior prognóstico (SUO et al., 2002), sendo que este dímero é mais estável do 

que outros (ROSKOSKI, 2004) que não incluem HER2. Após a reação biológica, o receptor 

ligante o qual está interagindo é quebrado por uma reação endocítica, inativando os 

receptores. As moléculas da família EGFR não-fosforilada são então tanto degradadas como 

recicladas para retornar para a membrana celular (ROSKOSKI, 2004). Estudos demonstraram 

que inibidores específicos de EGFR podem reduzir a sinalização de HER2 e o crescimento de 

células do câncer de mama que expressam altos níveis de HER2 (LENFERINK et al., 2000; 

MOASSER et al., 2001; MOULDER et al., 2001). 

 

1.3.6 Sinalização para EGFR no câncer de mama e seus inibidores 

Os componentes da via de sinalização do EGFR são evolutivamente antigos, 

assemelhando-se a sistemas simples de sinalização de fatores de crescimento, com o ligante se 

aderindo a um receptor monomérico do tipo tirosina cinase e ativando a função catalítica 

citoplasmática ao promover dimerização do receptor por meio da autofosforilação dos 

resíduos de tirosina (YARDEN & SLIWKOWSKI, 2001). Os últimos servem como locais de 
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ancoragem para diversas proteínas e enzimas as quais iniciam simultaneamente diversas 

cascatas de sinalização para produzir uma resposta fisiológica. Entrtanto, nos eucariotos mais 

evoluídos, esta via linear simples evolui para uma rede multilinear extremamente interativa na 

qual a coexpressão e a ativação de componentes permite respostas biológicas contexto-

específicas ao longo da vida do indivíduo (YARDEN & SLIWKOWSKI, 2001). 

A caracterização dos domínios intra e extracelulares dos membros da família 

EGFR fornece uma explicação satisfatória para o porque das interações horizontais serem 

cruciais na via de sinalização da família: HER3 representa um receptor significativamente 

mais fraco do que EGFR/HER1 nas reações de transfosforilação, fato este que aparenta se dar 

devido às diferenças entre os resíduos de aminoácidos no domínio cinase das duas proteínas 

os quais são conservados em outras famílias de receptores tirosina cinase (KRAUS et al., 

1989), ao passo que HER2 aparente não possuir um ligante específico (KLAPPER et al., 

1999). Consequentemente, quando isolados, tanto HER2 quanto HER3 não podem suportar a 

sinalização linear, fazendo com que para estes a formação de heterodímeros seja 

preferencialmente formada (TZAHAR et al., 1996; GRAUSS-PORTA et al., 1997). 

No câncer de mama da mulher, para o qual a terapia alvo é bem fundamentada, 

atualmente é comum a utilização de inibidores direcionados para membros da família EGFR 

no tratamento dos tumores. Dentre os medicamentos utilizados, ganha destaque o trastuzumab 

(Herceptin, Genetech, São Francisco, Estados Unidos), anticorpos monoclonais humanizados 

que bloqueiam seletivamente a atuação das proteínas transmembrânicas desta família. Nos 

cães, em visto do seu custo elevado, ainda não é possível sua aplicação na prática clínica. 

 

1.3.6.1 Trastuzumab 

O trastuzumab é um anticorpo monoclonal produzido em camundongos aprovado 

pelo setor de Administração de Alimentos e Drogas dos Estados Unidos, sendo aplicável aos 

pacientes com superexpressão de HER2. Ele age no domínio IV de HER2, evitando a 

formação de heterodímeros e homodímeros. Este receptor não é um antígeno tumor-

específico, porém quando expressado de 10 a 100 vezes mais do que no nível normal ele se 

torna um alvo para o trastuzumab. Este atributo é útil quando o alvo do tratamento são 

somente as células neoplásicas, fazendo com que a discriminação contribua para o sucesso 

nos tratamentos. A região constante do anticorpo murino não reage como um antígeno 

provocador da resposta imunitária nos seres humanos. Ademais, a utilização deste anticorpo 

nos seres humanos causaria um choque anafilático. Em vista disso, a região constante do 
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anticorpo foi humanizada, resultando em um anticorpo monoclonal quimérico anti-HER2 

(WEINBERG, 2014). 

A partir de ensaios clínicos, concluiu-se que o trastuzumab possui um efeito 

significativo nos pacientes diagnosticados com tumores que possuem expressão acentuada de 

HER2 de acordo com o HercepTest (Dako, Estados Unidos) (escore 3+) ou uma amplificação 

gênica (≥ 2 cópias) utilizando métodos de hibridação in situ fluorescente (HUDIS, 2007) ou 

cromogênica (DI PALMA et al., 2008). Entretanto, pacientes que demonstram uma expressão 

moderada (HercepTest 2+) não apresentarão resposta ao tratamento caso não haja 

amplificação gênica, necessitando ser realizada a confirmação do estado gênico por meio da 

hibridação in situ (HICKS & TUBBS, 2005). 

 

1.3.6.2 Papel do Trastuzumab no tratamento do câncer de mama na mulher 

O papel deste agente terapêutico pode ser separado em dois mecanismos 

principais, a dizer: o estímulo da estrutura imunitária que medeia a reação antineoplásica e a 

inibição das vias de regulação da família EGFR. Entretanto, o mecanismo de ação do 

trastuzumab não é completamente entendido, sendo sugerido que há a interiorização do 

complexo trastuzumab/HER2 e a degradação do respectivo receptor (RUBIN & YARDEN, 

2001; MENARD et al., 2003). Outras pesquisas sugerem que a via PI3K/Akt é ativada pelo 

heterodímero HER2/HER3, o qual é afetado e leva a uma diminuição na ativação mediada 

pelo trastuzumab nas células com superexpressão de HER2 (LANE et al., 2000; LE et al., 

2005). 

Quando o trastuzumab é fornecido aos pacientes o sistema imunitário é ativado 

por meio do recrutamento de células responsáveis pela detecção de anticorpos e, como 

consequência, resulta em uma resposta citotóxica (WEINER & ADAMS, 2000). O anticorpo 

promove a apoptose de células neoplásicas por meio de citotoxicidade celular mediada por 

anticorpo (ADCC) (GENNARI et al., 2004), com o sistema imunitário respondendo a este 

estímulo do trastuzumab. Em vista disso, as células Natural Killer (NK) podem apresentar um 

papel chave na reação citotóxica. Estas células sanguíneas possuem um receptor Fc gama o 

qual interage com o domínio Fc do trastuzumab, resultando em lise mediada por NK 

(CLYNES et al., 2000). Entretanto, nos pacientes com câncer em estágio avançado e 

imunossuprimidos, os níveis de citotoxicidade são baixos (GOLDHIRSCH et al., 2005; 

NAHTA et al., 2006). 

Uma modificação no trastuzumab mostrou resultados promissores in vitro ao 

aumentar a ADCC quando comparado com o anticorpo original. A transformação do 
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trastuzumab normal consiste na eliminação da fucose (defucosilação) dos oligossacarídeos 

ligados à cadeia pesada de Asn297 (SUZUKI et al., 2007). Estes resultados foram 

posteriormente confirmados in vivo ao serem observados aumentos na média da sobrevida 

livre de doença em modelos pré-clínicos de câncer de mama superexpresso para HER2 

(JUNTILLA et al., 2010). Além disso, a utilização de vacinas direcionadas ao HER2 também 

é uma estratégia promissora visto que pode diminuir respostas autoimunes funcionais, 

resultando em uma destruição tecidual limitada (BERNHARD et al., 2002). 

Além dos mecanismos supracitados, outros podem participar da atuação do 

trastuzumab nos cânceres de mama. Foi demonstrado que a droga pode agir como um 

medicamento antiangiogênico (IZUMI et al., 2002). O desenvolvimento de novos vasos se 

torna comprometido e, consequentemente, a expansão dos tumores não progride de maneira 

adequada. Além disso, a evolução do processo metastático é comprometida devido à menor 

migração de células endoteliais. Quando combinada com agentes quimioterápicos, foram 

observados efeitos ainda maiores na prevenção da neoangiogênese (KLOS et al., 2003). 

As células superexpressas para HER2 podem, ainda, ser destruídas por meio de 

apoptose mediada pelo trastuzumab. Isto pode ser conseguido devido à redução drástica nas 

vias de sinalização relacionadas ao processo mitogênico, incluindo PI3K e MAPK 

(SLIWKOWSKI et al., 1999; BASELGA et al., 2001). A morte de células sensibilizadas pelo 

trastuzumab ocorre ao longo da fase G1 do ciclo celular (SLIWKOWSKI et al., 1999) e os 

níveis de p27 também aumentam, inibindo o avanço no ciclo celular (LANE et al., 2001). A 

proteína p27 funcionará como um inibidor de ciclo funcional o qual interage com diferentes 

cinases ciclina-dependentes (CdK) as quais inibirão a finalização do ciclo celular 

(TOYOSHIMA & HUNTER, 1994). 

 

1.3.6.3 Resistência ao Trastuzumab 

Apesar de o trastuzumab ser utilizado para tratamento contra cânceres de mama 

superexpressos para HER2, mesmo quando metastáticos, a utilização deste medicamento já 

demonstrou ter sucesso em somente até 35% destes casos (VOGEL et al., 2002). Entretanto, 

quando combinado com a quimioterapia de primeira linha, o sucesso do tratmento pode 

chegar a 50%-84% (SLAMON et al., 2001; BURRIS et al., 2004). A eficácia do trastuzumab 

quando aplicado como agente único ou em combinação com a quimioterapia pode ser 

temporária devido ao desenvolvimento de resistência. Os resultados os quais não apresentam 

sucesso podem apresentar falha no bloqueio da dimerização quando altos níveis de ligantes 

estão presentes (MOTOYAMA et al., 2002). 
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1.4 INTRODUÇÃO À SUPERFAMÍLIA ABC 

 

1.4.1 Visão geral sobre os transportadores ABC 

Esta superfamília é um dos maiores grupos de proteínas transmembrânicas 

celulares, sendo composta por mais de 40 membros nos seres humanos e presentes em todas 

as espécies vivas, funcionando nelas como receptores, canais e transportadores (UEDA et al., 

1999). Uma característica comum das proteínas deste grupo é o domínio específico ABC (do 

inglês ATP-Binding Casette, ligador de ATP) o qual é responsável pela ligação do ATP e sua 

hidrólise (UEDA et al., 1999).  

Para a função receptora e de canal, a ligação e/ou hidrólise do ATP possui uma 

função reguladora, enquanto no caso do funcionamento como transportador a hidrólise do 

ATP é necessária para fornecer energia para o processo de transporte (Figura 2). Dentro do 

grupo de proteína ABC estão os transportadores multidrogas, nomeados assim devido à 

extrusão realizada por eles de uma variedade de componentes estruturalmente diferentes a 

partir das células. Estes frequentemente estão superexpressos no câncer e conferem resistência 

cruzada para diversos componentes tóxicos (GOTTESMAN et al., 1996; HIGGINS et al., 

1992). 

 

Figura 2. Representação esquemática do funcionamento dos transportadores ABC na célula. 
Adaptado de FLETCHER et al., 2010. 
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1.4.2 Estrutura dos transportadores ABC 

Para os transportadores ABC, a ligação e subsequente hidrólise do ATP nos seus 

domínios ligantes de nucleotídeos (DLN) são necessárias para fornecer energia para a 

passagem do substrato através das membranas. Dois motivos localizados distantes 100 a 200 

aminoácidos de cada DLN, denominados Walker A e Walker B, são conservados entre todos 

os transportadores ABC, assim como em outros ligadoras de ATP (WALKER, 1982). O 

resíduo de lisina em Walker A está envolvido na ligação do h-fosfato do ATP enquanto o 

resíduo de ácido aspártico em Walker B interage com Mg2+ (HUNG et al., 1998; SHAROM, 

2008). Existe, ainda, uma terceira sequência de aminoácidos conservada exclusiva dos 

transportadores ABC (ALSGGQ) localizada entre Walker A e B que é tida como um motivo 

de assinatura de ABC (ou motivo C). A função desta sequência ainda não é clara, apesar de 

ter sido relacionada com o reconhecimento, ligação e hidrólise do ATP (SHAROM, 2008). 

Os transportadores ABC podem ser agrupados em exportadores e importadores, 

sendo que os importadores são subsequentemente divididos em duas classes (I e II), 

dependendo dos detalhes relacionados à sua estrutura e mecanismo de ação (HOLLAND & 

BLIGHT, 1999; REE et al., 2009; TER BEEK et al., 2014). Enquanto bactérias possuem tanto 

exportadores quanto importadores, células eucariotas, exceto algumas específicas, só possuem 

exportadores. A estrutura geral dos transportadores ABC é organizada em quatro unidades 

funcionais ou domínios, dois DLN e dois domínios transmembrânicos (DTM) (HOLLAND & 

BLIGHT, 1999). Nos eucariotos, a maioria dos transportadores ABC é constituída por um 

único polipeptídeo que contém todas as quatro unidades funcionais, com alguns membros 

“assimilados” a partir de meio-transportadores com metades idênticas (homodiméricas) ou 

diferentes (heterodiméricas). A figura 3 representa a estrutura geral da superfamília ABC 

(SHAROM, 2008). 

 

Figura 3. Representação esquemática da estrutura dos membros da superfamília ABC. 



51 
 

Breno Souza Salgado  
 

1.4.3 Mecanismo de ação dos transportadores ABC 

Com algumas exceções, os transportadores ABC devem bombear substratos 

contra o gradiente químico, um processo que requer a hidrólise do ATP como força 

impulsionadora. Sob condições fisiológicas, os transportadores ABC operam em direção 

única (importação ou exportação), apesar da bomba de efluxo de moléculas LmrA ter 

demonstrado ser reversível sob certas condições (BALAKRISHNAN et al., 2004), fato este 

que provavelmente significa que seus DTM operam como portões do tipo “vai e volta” os 

quais estão intimamente ligados ao ciclo catalítico dos DLN (SHAROM, 2008). 

Para as células eucariotas e as proteínas exportadoras, sabe-se que diversos grupos 

de moléculas são exportados, incluindo colesterol e hormônios esteroides, lipídeos, derivados 

do ácido retinóico, ferro, sais biliares, nucleosídeos e peptídeos. A natureza essencial desse 

funcionamento é evidenciada pelo fato de que defeitos nos transportadores são observados em 

diversas doenças genômicas nos seres humanos (SHAROM, 2008).  

 

1.4.4 Transportadores ABC e a resistência ao câncer 

No fígado, placenta e barreira hematoencefálica, o grupo que inclui a 

glicoproteína-P/MDR1 (ABCB1), MRP1 (ABCC1) e BRCP (ABCG2) está diretamente 

ligado com a detoxificação de moléculas orgânicas hidrofógicas (GOTTESMAN et al., 2002). 

Estes transportadores, quando expressos acentuadamente na membrana plasmática de células 

neoplásicas, podem resultar em falha na quimioterapia antineoplásica por meio da proteção 

destas células contra fármacos citotóxicos utilizados para combater a doença. Diversos 

esforços têm sido feitos no sentido de identificar inibidores seletivos para estes 

transportadores e, mesmo que diversos compostos foram identificados com este propósito, sua 

aplicabilidade na rotina clínica ainda não é possível devido aos efeitos colaterais 

significativos destes compostos (SHAROM et al., 2008). 

 

1.4.4.1 Glicoproteína-P/MDR1/ABCG1 

A associação específica entre os transportadores na membrana celular e o fenótipo 

de resistência à fármacos foi primeiramente observado em uma linhagem de células ovarianas 

de hamster chinês  na década de 1970. Quando esta linhagem celular foi selecionada devido à 

resistência à colchicina ela também demonstrou ter resistência à daunomicina e à puromicina 

(JULIANO & LING, 1976). A proteína associada com este fenômeno, uma glicoproteína de 

membrana de 170 kDa presente na membrana apical de células epiteliais no trato intestinal, 

nos túbulos contorcidos proximais dos rins, na superfície canalicular dos hepatócitos, no 
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endotélio da barreira hematoencefálica e nas adrenais, foi purificada em 1979 e 

posteriormente denominada glicoproteína-P (P-gp, MDR1) (RIORDAN & LING, 1979). Seu 

papel fisiológico provavelmente está associado com a proteção do corpo contra xenobióticos. 

Ademais, é uma proteína transportadora de moléculas grandes hidrofóbicas, tanto sem carga 

quanto discretamente carregadas positivamente (BATES, 2003) 

A glicoproteína-P, codificada pelo gene MDR1, é composta por 12 domínios 

transmembrânicos hidrofóbicos e dois domínios de ligação a nucleotídeos. Um domínio de 

ligação a nucleotídios conecta dois domínios transmembrânicos com uma alça de ligação 

hidrofílica. Os domínios transmembrânicos são responsáveis por determinar as características 

dos substratos, ao passo que os domínios de ligação à nucleotídeos são responsáveis pela 

ligação ao e pela hidrólise do ATP, direcionando o transporte do substrato (HYDE et al., 

1990). 

Utilizando a energia fornecida pela hidrólise do ATP, a glicoproteína-P pode 

bombear um espectro variado de componentes, incluindo alcaloides da vinca, antraciclinas, 

epipodofilotoxinas e taxanos (SZACAKS et al., 2006). Um estudo demonstrou que o RNAm e 

os níveis de glicoproteína-P estão aumentados em células K562 de leucemia mieloide crônica 

resistente ao fármaco imatinib (PENG et al., 2012), sendo que o acúmulo da droga estava 

diminuido. Estas informações sugerem que a superexpressão de glicoproteína-P pode ser ao 

menos um dos fatores que medeiam a resistência ao imatinib nas células neoplásicas na 

leucemia mieloide crônica. Ademais, sua presença está negativamente correlacionada com a 

eficácia do tratamento clínico em pacientes submetidos à terapia antineoplásica (BECK et al., 

1996). 

 

1.4.4.2 MRP1/ABCC1 

Subsequentemente à descoberta da glicoproteína-P, estudos indicaram que as 

células cancerosas possuíam um fenótipo de resistência à multiplas drogas não associado com 

a expressão de glicoproteína-P. Isto levou à descoberta de MRP1 (ABCC1), a qual 

primeiramente foi denominada MRP (COLE et al., 1992). MRP1 é uma glicoproteína de 

membrana de 190 kDa presente em muitos tecidos e localizada na membrana basolateral em 

células polarizadas. MRP1 transporta moléculas hidrofóbicas, medicamentos conjugados e 

também realiza a extrusão de vários ânions orgânicos (DEELEY & COLE, 2003).  MRP1 

possui dois domínios transmembrânicos e dois domínios citoplasmáticos de ligação a 

nucleotídeos (HIGGINS, 1992). A superexpressão de MDR1 e MRP1 tanto em neoplasias 

hematológicas como em tumores sólidos tem sido demonstrada, porém dados acerca de seu 
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papel como fatores prognósticos do desfecho da quimioterapia ainda são controversos 

(LEONARD et al., 2003). MPR1 pode ainda ser caracterizada presença de um terceiro 

domínio NH2 na porção terminal da membrana celular (DTM0) na sua estrutura (BREVIG et 

al., 2003). 

MRP1 é uma bomba aniônica lipofílica que confere resistência contra fármacos 

anticâncer. Ela está localizada na membrana plasmática de células intestinais, hepáticas e 

renais, assim como na barreira hematoencefálica e outras barreiras vitais. MRP1 possuem um 

papel importante ao se relacionar com a regulação da concentração citoplasmática de 

substâncias endógenas e exógenas (SODANI et al., 2012). Consequentemente, MRP1 pode 

influenciar o perfil farmacocinético de diversas fármacos. 

Esta proteína está superexpressa em muitas linhagens celulares de câncer humano 

resistente à múltiplas drogas e confere resistência à diversos fármacos antineoplásicos, tal 

qual a glicoproteína-P (SZAKACS et al., 2006), conferindo resistência contra, por exemplo, 

antraciclinas, epidopofilotoxinas, alcaloides da vinca e camptotecinas (BREVIG et al., 2003). 

 

1.4.4.3 MRP2/ABCC2/cMOAT  

MRP2 é uma bomba aniônica lipofílica que confere resistência contra fármacos 

anticâncer (SODANI et al., 2012). Ela é uma proteína de que possui dois domínios 

transmembrânicos e dois domínios citoplasmáticos de ligação a nucleotídeos (HIGGINS, 

1992), possuindo 49% de homologia com MRP1 (BUCHLER et al., 1996). 

Ela é expressa na membrana apical (canalicular) de hepatócitos, mediando a 

exportação ativa de conjugados lipofílicos com glicuronato ou glutationa, tais como a 

associação entre alcaloides da vinca e glutationa (TANIGUCHI et al., 1996; TOH et al., 

1999). MPR2 pode ainda ser caracterizada presença de DTM0 na sua estrutura (BREVIG et 

al., 2003), assim como MRP1. 

Alterações genômicas em ABCC2, o gene que codifica para MRP2, causam 

defeitos na maturação e funcionamento da proteína (KEEPPLER et al., 1996; WADA et al., 

1998; TOH et al., 1999), fazendo, inclusive, com que níveis substanciais de MRP2 sejam 

detectados em diferentes tumores nos seres humanos (SANDUSKY et al., 2002). Seusefeitos 

farmacológicos de MRP2 podem se assemelhar aqueles da glicoproteína-P e de MRP1, sendo 

que ela transporta ou confere resistência à fármacos anticâncer da família dos alcaloides da 

vinca (EVERS et al., 1998), metotrexato (HOOIJBERG et al., 1998), doxorrubicina (CUI et 

al., 1999) e cisplatina (TANIGUCHI et al., 1996), ao passo que resultados variados foram 

relatados para o etoposídeo (KOIKE et al., 1997). 
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1.4.4.4 BCRP/ABCG2 

ABCG2 é uma glicoproteína de membrana plasmática de 70 kDa mais 

recentemente descoberta que está localizada na membrana apical de células polarizadas 

(DIETRICH et al., 2003). Ela necessita de uma homodimerização para que sua função 

transportadora seja ativada (DOYLE & ROSS, 2003). ABCG2 está presente em diversos 

tecidos e células, incluindo células-tronco embrionárias, células do sinciciotrofoblasto 

placentário, células epiteliais no intestino delgado e cólon, canalículos hepáticos, epitélio da 

vesícula biliar, células-tronco adultas nos pulmões, endotélio das veias e capilares e nas 

barreias hematoencefálica e hematotesticular (COORAY et al. 2002; MALIEPAARD et al., 

2001; ZHOU et al., 2001).  

Foi demonstrado que, fisiologicamente, ABCG2 protege o organismo de 

diferentes produtos da quebra dos alimentos (JONKER et al., 2002) ou metabólitos do heme 

(KRISHNAMURTHY et al., 2004). Estudos realizados em camundongos nocaute para 

ABCG2 com utilização de inibidores indicaram que esta proteína possui uma importante 

função na prevenção da absorção de componentes tóxicos a partir do intestino, aumenta sua 

depuração hepatobiliar e protege as barreiras hematoencefálica e materno-fetal (JONKER et 

al., 2000; VAN HERWAARDEN et al., 2003; MIZUNO et al., 2004). 

A presença de ABCG2 foi detectada em diversas linhagens de células neoplásicas 

provenientes de diferentes tecidos, como pulmões, mama, cólon, ovário e estômago, bem 

como em fibrossarcomas e mielomas (ALLEN & SCHINKEL, 2002). A proteína confere 

resistência in vitro contra diferentes agentes citotóxicos utilizados em pacientes com câncer, 

como por exemplo, a mitoxantrona, o flavopiridol e o metotrexato (BRANGI et al., 1999; 

JONKER et al., 2000; MIYAKE et al., 1999; ROBEY et al., 2001; VOLK et al., 2000). 

Estudos in vivo em pacientes submetidos a quimioterapia revelaram que ABCG2 

está superexpressa em diversos tumores, com a maioria dos casos tendo a superexpressão 

correlacionada com uma menor taxa de resposta à quimioterapia, aumento na resistência à 

quimioterápicos e menor sobrevida do paciente (KAWABATA et al., 2003; CANDEIL et al, 

2004; FRIEDRICH et al., 2004). De maneira interessante, diferentes grupos observaram que 

ABCG2 está superexpresso em somente algumas subpopulações de amostras de leucemia 

mieloide aguda (ABBOTT et al., 2002; SUVANNASANKHA et al., 2004). Tais 

subpopulações, as quais apresentam altos níveis de ABCG2 e possuem um fenótipo de célula 

tronco, também foram observadas em outras neoplasias, incluindo o câncer de mama, câncer 

de pulmão de pequenas células e o glioblastoma (HIRSCHMANN-JAX et al., 2004). 
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1.4.5 Transportadores ABC e câncer de mama 

Um possível papel dos transportadores ABC no curso clínico da resistência à 

múltiplas drogas no câncer de mama foi documentada para MRP1, porém não é conclusiva. 

Alguns autores observaram que a expressão de MRP1 no câncer de mama diminui com a 

perda da diferenciação histológica, sugerindo que a perda de MRP1 está associada com uma 

perda de diferenciação (BECK et al., 1998; FERRERO et al., 2000). Em contraste, uma 

associação de MRP1 com a progressão tumoral também foi sugerida (FILIPITS et al., 1996; 

NOOTER et al., 1997a; NOOTER et al., 1997b). Foi descrito por outros autores que MRP1 

está presente em carcinomas mamários e tecido normal adjacente, não observando aumento de 

níveis de expressão de MRP1 em células tumorais. Com isso, não foi estabelecida uma 

correlação entre os níveis de RNAm de MRP1 e o grau de diferenciação histológica 

(DEXTER et al., 1998). 

Uma correlação inversa entre a presença de MRP1 em amostras de câncer de 

mama e o acúmulo do agente lipofílico sestamibi marcado com Tecnécio-99m (KAO et al., 

2001). Outros autores demonstraram um acúmulo reduzido de sestamibi marcado com 

Tecnécio-99m associado com a redução na sensibilidade à quimioterapia baseada em 

antraciclina. Apesar disto ser obviamente sugestivo do envolvimento de MRP1 na resistência 

à antraciclina, a evidência é indireta. O fator de MDR1/glicoproteína-P também poder reduzir 

o acúmulo de sestamibi e de ser frequentemente simultaneamente expresso com MRP1 

complica interpretações adicionais destes resultados (LEONESSA & CLARKE, 2003). 

Um estudo descreve a expressão do RNAm de ABCC2/MRP2 (e ABCC1/MRP1) 

em relação à resposta à quimioterapia no câncer de mama (BURGER et al., 2003), com os 

autores concluindo que MRP2 não está envolvido na resistência do câncer de mama às 

antraciclinas, enquanto MRP1 provavelmente está. 

 

1.4.5.1 Transportadores ABC e neoplasias caninas 

Na terapia veterinária a resistência à múltiplas drogas nos pacientes com tumores 

até o momento não recebeu tanta atenção apesar do incremento no uso de agentes citostáticos 

em cães com diferentes tipos de neoplasias (GINN, 1996; STEINGOLD et al., 1998; 

CULMSEE et al., 2004; PETTERINO et al., 2004; GASPAR et al., 2010). Por exemplo, em 

cães diagnosticados com linfoma não-Hodgkin, a expressão de glicoproteína-P ocorreu em 

poucos pacientes. Após uma recidiva a expressão de glicoproteína é maior e mais frequente 

do que em amostras pré-tratadas, sugerindo que possui papel na sobrevivência celular (LEE et 

al., 1996). Quimioterápicos que constituem substratos identificados para um ou mais 
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transportadores ABC são amplamente utilizados na oncologia veterinária, tais como as 

antraciclinas, os alcaloides da vinca e os antifolatos (metotrexato). Apesar de diferenças entre 

a afinidade do substatro entre espécies ser limitado, estudos indicam uma diferente funcional 

importante interespécies. Em contrastae aos seres humanos, MRP1 em cães, camundongos, 

ratos e bovinos falha em conferir resistência à doxorrubicina, apesar da funcionalidade 

semelhante para outros fármacos (STRIDE et al., 1997; MA et al., 2002; TAGUCHI et al., 

2002; NUNOYA et al., 2003). 

 

1.4.6 Transportadores ABC e a resistência à terapia alvo com inibidores tirosina cinase 

Foi demonstrado que um dos possíveis mecanismos pelos quais células com 

translocações BCR-ABL se tornam resistentes aos efeitos do Gleevec é a superexpressão de 

MDR1 (MAHON et al., 2000). Foi documentado que células nessas condições da linhagem 

K562 suportaram até concentrações de 1M do Gleevec, enquanto quando houve adição de 

moduladores de MDR1 as concentrações necessárias para a morte celular foram menores 

(MAHON et al., 2003). Nas células que expressaram MDR1, maiores concentrações de 

Gleevec foram necessárias para diminuir a fosforilação da tirosina da cinase bcr-abl, 

indicando que o Gleevec não alcança seu alvo intracelular.  Outros estudos confirmaram que 

MDR1 previne o efeito do Gleevec in células K562, enquanto o medicamento também 

aumentou o potencial citotóxico dos substratos de MDR1 (MUKAI et al., 2003).  

Outros estudos avaliaram a interação do Iressa (ZD1839, Gefinitib) com MDR1 e 

MRP1 utilizando diversos ensaios in vitro (OZVEGY-LACZKA et al., 2004), observando que 

a droga provavelmente é um substrato transportador por MDR1, enquanto o composto 

somente inibia MRP1. É importante enfatizar que as concentrações de Iressa sob as quais as 

interações com o MDR1 foram demonstradas eram extremamente elevadas (1-10M). Em vista 

disso, não é provável que MDR1 cause resistência contra o Iressa durante o tratamento para o 

câncer. Apesar disso, MDR1 pode modular a absorção ou o metabolismo do Iressa quando 

este agente está presente em altas concentrações. Outros estudos (YANASE et al., 2004) dão 

suporte à essa hipótese ao demonstrar que MDR1, mas não MRP1, podem proteger células 

EGFR-dependentes da linhagem A431 contra a ação do Iressa, ao passo que o Iressa inibiu a 

resistância mediada por MDR1 ao etoposídeo e à vincristina. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II: INVESTIGAÇÃO 
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar a expressão dos membros das famílias ABC e EGFR nos carcinomas 

mamários caninos. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar o potencial papel dos componentes estudados como biomarcadores prognósticos nos 

carcinomas mamários caninos; 

• Avaliar a relação entre a expressão proteica e fatores clinicopatológicos de importância 

reconhecida na doença; 

• Caracterizar o papel da coexpressão dos membros da família EGFR nos carcinomas 

mamários caninos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. ASPECTOS ÉTICOS E ORIGEM DO MATERIAL EM ESTUDO 

Foi conduzido um estudo prospectivo utilizando 43 amostras sequenciais de 

carcinomas mamários esporádicos de cadelas submetidas à cirurgia de mastectomia regional 

das mamas, realizadas no Hospital Escola de Medicina Veterinária da Fundação de Ensino e 

Pesquisa de Itajubá – FEPI no período de dezembro de 2011 a novembro de 2012. Foi 

realizado exame físico, anamnese e obtenção do histórico das cadelas atendidas, as quais 

foram submetidas à exame citológico realizado por meio de aspiração com agulha fina e com 

confirmação do caráter maligno das neoplasias mamárias. Os casos foram selecionados 

mediante aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA da FMVZ/UNESP – 

Câmpus de Botucatu (Protocolo 73/2011 – CEUA), bem como do termo de consentimento 

livre e esclarecido dos proprietários dos animais em questão, que se comprometeram a 

fornecer informações sobre a sobrevida do animal após o procedimento cirúrgico e durante o 

curso deste estudo. Somente foram incluídos no estudo animais que apresentavam um tumor 

mamário isolado.  

 

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Neste estudo foram coletados os tumores mamários das cadelas submetidas à 

mastectomia radical unilateral. A sua situação de sobrevida dos animais foi realizada por meio 
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de entrevistas realizadas via telefone com os proprietários num intervalo de seis em seis 

meses até um total de 18 meses pós-mastectomia para cada animal, sendo interrompida nos 

casos em que os animais vieram à óbito neste período (Figura 4). 

 

Figura 4. Eventos realizados durante a condução do estudo ao longo do tempo. E1: Entrevista seis 
meses após a mastectomia; E2: Entrevista doze meses após a mastectomia; E3: Entrevista dezoito 
meses após a mastectomia. 

 

2.3 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 

Os fragmentos coletados foram fixados em formalina a 10% tamponada, 

processados para inclusão em parafina e submetidos a microtomia para obtenção de cortes 

histológicos para coloração com hematoxilina e eosina no Laboratório de Patologia 

Investigativa e Comparada da FMVZ/UNESP/Botucatu seguindo o protocolo padrão utilizado 

no Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar – ICBAS, Universidade do Porto. Nesses 

cortes foram verificadas a qualidade da amostra e a classificação do histotipo da neoplasia. A 

leitura das lâminas foi realizada em microscópio de luz seguindo os critérios de classificação 

tumoral de acordo com a composição celular, adotados pela Organização Mundial de Saúde 

para os tumores mamários caninos (MISDORP et al., 1999). Foram avaliados, ainda, os 

linfonodos regionais de modo a caracterizar a presença ou não de metástases nodais, bem 

como a graduação histológica (ELSON & ELLIS, 1991) para verificar o grau de 

agressividade microscópico das neoplasias. 

 

2.4 IMUNOISTOQUÍMICA 

 

2.4.1 Técnica 

Para a padronização de técnica imunoistoquímica realizou-se estudo piloto 

utilizando-se lâminas de microarranjos de tecido teste contendo amostras de carcinoma 

mamário de cadela as quais foram desparafinizadas e reidratadas. Em seguida, foi feita 
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recuperação antigênica por calor em câmara microprocessada de pressão (Pascal Pressure 

Chamber, Dako, EUA) durante 30 segundos a 125ºC, utilizando tampão citrato de sódio pH 

6,0.  Após, o material foi incubado com peroxido de hidrogênio a 3% diluído em metanol, por 

10 minutos em câmara escura, posteriormente sendo lavado com tampão Tris EDTA pH 7,4. 

Na sequência, as lâminas foram incubadas com solução de bloqueio de proteínas inespecíficas 

disponível em um kit para imunoistoquímica (NovoLink, Novocastra Laboratories, Inglaterra) 

por 30 minutos, em temperatura ambiente e na sequencia lavados com tampão Tris EDTA pH 

7,4.  Posteriormente, as lâminas foram incubadas com anticorpos primários anti-EGFR, -c-

erbB2, -HER3, -HER4, -P-glycoprotein, -MRP1 e -MRP2 (Tabela 4) diluídos em solução 

específica (IHC diluent solution, Novocastra Laboratories, Inglaterra) e aplicados sobre os 

cortes para incubação overnight a 4 ºC. Para a amplificação de sinal utilizou-se sistema de 

detecção baseado em polímero (NovoLink, Novocastra Laboratories, Inglaterra) e para 

revelação  a solução cromogênica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) líquida (DAB chromogen, 

Dako, EUA). Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados e as 

lâminas foram montadas com lamínulas utilizando meio de montagem específico (Permount, 

Fisher Scientific, EUA) para posterior leitura em microscópio de luz, seguindo o protocolo do 

Laboratório de Patologia e Imunologia Molecular do ICBAS, Universidade do Porto. 

 

Tabela 4. Anticorpos primários utilizados para a coloração da superfamília ABC e da família EGFR. 

Anticorpo Fonte Fabricante Diluição Tipo Clone 

EGFR Camundongo 
Novocastra 

Laboratories, 
Inglaterra 

1:100 Monoclonal EGFR 113 

c-erbB2 Coelho Dako, EUA 1:2000 Policlonal - 

HER3 Camundongo 
Labvision, 

EUA 
1:100 Monoclonal 2F12 

HER4 Coelho 
Labvision, 

EUA 
1:300 Policlonal - 

P-glycoprotein Camundongo Dako, EUA 1:100 Monoclonal C494 

MRP1 Camundongo 
Enzo 

Lifescience, 
EUA 

1:200 Monoclonal MRPm6 

MRP2 Camundongo 
Enzo 

LifeScience, 
EUA 

1:200 Monoclonal M2III-6 

EGFR, epidermal growth factor receptor; EUA, Estados Unidos da América; MRP1, multidrug 
resistance-associated protein 1; MRP2, multidrug resistance-associated protein 2 
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2.4.2 Avaliação microscópica 

Para análise de P-glycoprotein, MRP1 e MRP2, foram considerados como 

positivas as neoplasias em que mais do que 10% das células neoplásicas apresentaram 

marcação citoplasmática e/ou membranar (USHIJIMA et al., 2007). Dos casos avaliados para 

EGFR, o sistema de pontuação EGFR PharmDx (Dako, Carpinteria, Estados Unidos) foi 

utilizado. A tabela 5 caracteriza os perfis de imunoexpressão de acordo com este sistema. 

 

Tabela 5. Classificação da intensidade de marcação de acordo com o EGFR PharmDx. 

ESCORE 
NÍVEL DE 

IMUNOEXPRESSÃO 
PADRÃO DE MARCAÇÃO 

0 Negativo Ausência de coloração ou marcação de membrana das células 
1+ Discretamente positivo; 

sem superexpressão 
Não há marcação de membrana completa; marcação 
discretamente perceptível em >0% das células 

2+ Moderadamente 
positivo 

Marcação de membrana completa discreta a moderada em 
>0% das células 

3+ Acentuadamente 
positivo 

Marcação de membrana completa acentuada em >0% das 
células 

 
Para HER2, foi utilizado o sistema de pontuação HercepTest (Dako, Carpinteria, 

Estados Unidos). A tabela 6 demonstra os perfis de imunoexpressão de acordo com o 

HercepTest. 

 

Tabela 6. Intensidade de marcação de acordo com o HercepTest. 
ESCORE RESULTADO PADRÃO DE MARCAÇÃO 

0 Negativo 
Ausência de coloração ou marcação 
membranar <10% das células 

1+ 
Discretamente positivo; sem 

amplificação 

Não há marcação membranar 
completa; marcação discretamente 
perceptível em >10% das células 

2+ 
Moderadamente positivo; possível 

amplificação 

Marcação membranar completa 
discreta a moderada em >10% das 
células 

3+ 
Acentuadamente positivo; 
existência de amplificação 

Marcação membranar completa 
acentuada em >10% das células 

 

Por sua vez, para HER3 e HER4 os resultados foram considerados como positivos 

quando mais do que 5% das células neoplásicas apresentaram reação citoplasmática e/ou 

membranar (ABD EL-REHIM et al., 2004). As lâminas foram avaliadas por dois 

observadores independentes às cegas para as características dos pacientes. Todos os casos 
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com resultados discrepantes foram discutidos em microscópio de duas cabeças/dupla 

observação de modo a se chegar a um consenso. 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As associações entre a expressão protéica e as características clinicopatológicas 

foram determinadas por meio do teste exato de Fisher quando as variáveis apresentavam 

exatamente dois grupos (tabelas de contingência 2 x 2), tais como as metástases nodais 

(positivo ou negativo), ou por meio do teste do qui-quadrado para variáveis categóricas tais 

como a graduação histológica e o histotipo. Curvas de sobrevida foram estimadas utilizando-

se o método de Kaplan-Meier, com nível de significância entre as sobrevidas caracterizada 

pelo teste log rank. Uma análise multivariada foi realizada por meio do modelo de regressão 

de riscos proporcionais de Cox. Todos os testes estatísticos foram pareados e os resultados 

foram considerados como significativos quando P < 0,05. As análises foram realizadas 

utilizando o programa computacional Prism Graphpad versão 5,0 para sistema operacional 

Microsoft Windows (San Diego, Estados Unidos). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III: RESULTADOS 
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1 AVALIAÇÃO CLÍNICA E PATOLÓGICA 

A idade dos animais com tumor de mama variou de cinco a 14 anos, com média 

de 9,73 ± 2,48 anos. Foram acometidos animais sem raça definida (SRD) (18), 

Poodle/Caniche (5), Cocker Spaniel Inglês (3), Daschhund (4), Pinscher miniatura (4), Pastor 

alemão (3), Boxer (2), Labrador Retriever (3) e Rottweiler (1) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Distribuição percentual dos casos de tumores mamários por raça utilizados neste estudo. 

 

Os histotipos diagnosticados correspondem a 21 carcinomas tubulopapilíferos, 11 

carcinomas complexos, nove carcinomas em tumores mistos, um carcinoma in situ e um 

carcinoma sólido. Dez pacientes apresentaram metástases em linfonodos regionais e, do total, 

vinte e sete tumores foram classificados como de grau I, onze como de grau II e cinco como 

de grau III. 

 

2 AVALIAÇÃO IMUNOISTOQUÍMICA 

 

2.1 FAMÍLIA EGFR 

A expressão de EGFR/HER1 se deu principalmente no citoplasma e na membrana 

das células, sendo detectada como superexpressa em 62,8% dos tumores, com 19,6% dos 

casos negativos (0) (Figura 6) e 17,6% dos casos com padrão 1+ (Figura 7). A expressão de 

HER2 foi observada em 55,8% dos casos, com 39,5% dos casos demonstrando padrão de 

superexpressão (2+ e 3+) (Figuras 8 e 9). Para HER3, a expressão foi principalmente 

citoplasmática, com 53,4% revelando resultado negativo. Por sua vez, a expressão de HER4 

foi considerada positiva em 95,8% dos casos. 
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Figura 6. Imunoexpressão negativa para EGFR, com células sem evidências de marcação membranar. 
Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. 
 

 

Figura 7. Expressão de EGFR com resultado 1+, com marcação membranar ocasional. 
Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. 
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Figura 8. Expressão de HER2 com resultado 2+, com marcação membranar incompleta, porém 
acentuada. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. 
 

 

Figura 9. Expressão de HER2 com resultado 3+, com marcação membranar consistente e completa e 
marcação citoplasmática acentuada. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina 
de Harris. 
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Uma associação significativa foi observada entre EGFR/HER1 e HER2 nos 
tumores avaliados, nos quais 46,4% das neoplasias positivas para EGFR também eram 
positivas para HER2 (P = 0,0303). Ademais, a expressão de HER4 demonstrou estar 
associada com a de outros membros da família EGFR (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Valores de P de acordo com a expressão simultânea de EGFR/HER1, HER2, HER3 e HER4 

Variável EGFR HER2 HER3 HER4 

EGFR     

HER2 0,0303*    

HER3 0,1280 0,6634   

HER4 0,0007* <0,0001* <0,0001*  
* situações com relação estatística significativa; 
EGFR, epidermal growth factor receptor 

 

Somente nove casos (oito HER4-positivos e um HER3-positivo) não revelaram 

expressão simultânea de ao menos dois membros da família EGFR. Todos os outros casos 

revelaram expressão de ao menos dois membros da família EGFR ao mesmo tempo, com 

mais da metade dos casos (64,7%) expressando positivamente três ou quatro membros ao 

mesmo tempo. Quando somente dois membros eram expressos, a coexpressão EGFR/HER1 e 

HER4 foi a mais comum (17,7%). Não houve casos de ausência de expressão completa da 

família EGFR. A frequência dos 34 casos que demonstraram coexpressão é demonstrada na 

figura 10. 

 

Figura 10. Quantidade de casos com coexpressão de membros da família EGFR dentre as 
possibilidades de expressão simultânea. 
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2.1.1 Associação entre membros da família EGFR e características clinicopatológicas 

A expressão proteica foi escolhida para a avaliação da relação com os fatores 

clinicopatológicos devido à influência biológica destes fatores ser refletida na expressão de 

proteínas. Não foi observada relação entre a família EGFR e o histotipo tumoral. 

EGFR/HER1 e HER2 demonstram associação com a graduação histológica, ao passo que 

EGFR/HER1, HER3 e HER4 revelaram estar associados com o comprometimento nodal nos 

casos avaliados. A tabela 8 demonstra os resultados estatísticos da associação entre os 

membros da família EGFR e os parâmetros clinicopatológicos avaliados. 

Quando se compara a coexpressão dos membros da família EGFR e as variáveis 

clinicopatológicas, a coexpressão HER3/HER4 demonstrou uma relação com o histotipo 

tumoral (P = 0,0208). Os resultados relacionados ao histotipo, grau histológico e estado nodal 

em relação à expressão concomitante de dois membros da família EGFR é demonstrada na 

tabela 9. Quando mais do que dois membros são coexpressos, a expressão simultânea de 

EGFR/HER1, HER2 e HER4 apresentou uma forte relação com a graduação histológica (P = 

0,0013) (Tabela 10). 

 

Tabela 8. Expressão de membros da família EGFR em relação às características clinicopatológicas 

Parâmetero 
EGFR HER2 HER3 HER4 

+ - + - + - + - 
Graduação 
histological 

    

I 13 14 7 20 12 15 26 1 
II 9 2 6 5 7 4 10 1 
III 5 0 4 1 1 4 5 0 
Valor de P  0,0083* 0,0105* 0,7355 0,9807 
Estado do LN      
Negativo 19 14 12 21 16 17 33 2 
Positivo 9 1 5 5 4 6 10 0 
P  0,0002* 0,1627 0,0409* <0,0001* 
* situações com relação estatística significativa;  
LN, linfonodo; EGFR, epidermal growth factor receptor 
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Tabela 9. Características clinicopatológicas dos pacientes de acordo com a coexpressão de membros da família EGFR. 

Parâmetros 
clínicos 

EGFR/HER2 EGFR/HER4 HER2/HER4 HER3/HER4 
Positivo Negativo Valor de 

P 
Positivo Negativo Valor 

de P 
Positivo Negativo Valor de 

P  
Positivo Negativo Valor de 

P 
N % N %  N % N %  N % N %  N % N %  

Histotipo  
Ca. 
tubulopapilífero 

0 - 21 4,.8 

0,1928 

4 9,3 17 39,5 

0,1684 

1 2,3 20 46,5 

0,6217 

0 - 21 48,8 

0,0208* Ca. complexo 0 - 11 25,6 2 4,6 9 20,9 1 2,3 10 23,2 1 2,3 10 23,2 
Ca. tumor misto 1 2,3 8 18,6 0 - 9 20,9 0 - 9 20,9 1 2,3 8 18,6 
Outros 0 - 2 4,6 0 - 2 4,6 0 - 2 4,6 1 2,3 1 2,3 
Graduação 
histological 

 

I 0 - 27 62,8 
0,0277* 

4 9,3 23 53,5 
0,5556 

2 4,6 25 58,1 
0,3085 

3 7,0 24 55,8 
0,2067 II 0 - 11 25,6 2 4,6 9 20,9 0 - 11 25,6 0 - 11 25,6 

III 1 2,3 4 9,3 0 - 5 11,2 0 - 5 11,2 0 - 5 11,2 
Estado do LN  
+ 0 - 10 23,2 

0,0072* 
2 4,6 8 18,6 

0,4065 
0 - 10 23,2 

0,0261* 
1 2,3 9 20,9 

0,0679 
- 1 2,3 32 74,4 4 9,3 29 67,4 2 4,6 31 72,1 2 4,6 31 72,1 
* situações com relação estatística significativa; 
N, número; LN, linfonodo; EGFR, epidermal growth factor receptor; Ca, Carcinoma. 
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Tabela 10. Características clinicopatológicas dos pacientes com coexpressão simultânea de mais de dois membros da família EGFR. 

Parâmetros 
clínicos 

EGFR/HER2/HER4 EGFR/HER3/HER4 HER2/HER3/HER4 EGFR/HER2/HER3/HER4 
Positivo Negativo Valor de 

P  
Positivo Negativo Valor 

de P 
Positivo Negativo Valor 

de P 
Positivo Negativo Valor 

de P  
N % N %  N % N %  N % N %  N % N %  

Histotipo  
Ca. 
tubulopapilífero 

4 9,3 17 39,5 

0,3683 

3 7,0 18 41,9 

0,5268 

0 - 21 48,8 

0,2809 

4 9,3 17 39,5 

0,6730 Ca. complexo 1 2,3 10 23,2 2 4,6 9 20,9 1 2,3 10 23,2 0 - 11 25,6 
Ca. tumor misto 1 2,3 8 16,6 3 7,0 6 13,9 1 2,3 8 18,6 2 4,6 7 16,3 
Outros 0 - 2 4,6 0 - 1 2,3 0 - 2 4,6 0 - 2 4,6 
Graduação 
histological 

 

I 1 2,3 26 60,5 
0,0013* 

5 11,2 22 51,2 
0,9581 

1 2,3 26 60,5 
0,9807 

3 7,0 24 55,8 
0,9647 II 2 4,6 9 20,9 2 4,6 9 20,9 1 2,3 10 23,2 3 7,0 8 18,6 

III 3 7,0 2 4,6 1 2,3 4 9,3 0 - 5 11,2 0 - 5 11,2 
Estado do LN  
+ 3 7.0 7 16,3 

0,4065 
1 2,3 9 20,9 

0,7916 
0 - 10 23,2 

0,3085 
2 4.6 8 18,6 

0,4065 
- 3 7.0 30 69,8 7 16,3 26 60,5 2 4,6 31 72,1 4 9.3 29 6,4 
* situações com relação estatística significativa; 
 N, número; LN, linfonodo; EGFR, epidermal growth factor receptor; Ca, Carcinoma. 
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2.1.2 Associação entre membros da família EGFR e sobrevida 

As taxas de sobrevida global observadas demonstraram uma associação 

significativa com a expressão de EGFR/HER1 (P = 0,0002) e HER2 (P = 0,0291) e um 

desfecho desfavorável (Figura 11). Entretanto, não foram observadas relações significativas 

quando relacionadas a sobrevida global e a expressão de HER3 ou HER4 nos tumores 

mamários das cadelas. Quando avaliando a coexpressão dos membros da família EGFR, a 

expressão simultânea de todos os membros e a expressão simultânea de EGFR/HER1, HER2 

e HER4 demonstrou associação com um desfecho desfavorável (P = 0,0256 e P = 0,0415, 

repectivamente). 

A análise multivariada de regressão Cox não demonstrou interações entre a 

expressão isolada de membros da família EGFR e a sobrevida global. Entretanto, quando a 

coexpressão foi considerada, a expressão simultânea de todos os membros da família EGFR 

revelou ser um indicador prognóstico independente do estado nodal e da graduação 

histológica (P = 0,0378). 

 

Figura 11. Curvas de sobrevida e expressão de membros da família EGFR. A) EGFR/HER1; B) 
HER2; C) Coexpressão de EGFR/HER1, HER2 e HER4; D) Coexpressão de EGFR/HER1, HER2, 
HER3 e HER4. 

 

2.2 SUPERFAMÍLIA ABC 

A expressão de glicoproteína-P (Figura 12) e MRP1 se deu principalmente na 

membrana das células neoplásicas, porém frequentemente estava associada com imunoreação 

positiva no citoplasma (Figura 13). 
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Figura 12. Carcinoma mamário canino com expressão acentuada de glicoproteína-P ao longo da 
membrana e em menor proporção no citoplasma. Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com 
hematoxilina de Harris. 

 

Figura 13. Expressão positiva acentuada de MRP1, com reação intensa na membrana e citoplasma. 
Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. 
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A expressão de MRP2 foi fraca e principalmente citoplasmática (Figura 14). No 
total, 24 casos se mostraram positivos para glicoproteína-P, 16 casos se mostraram positivos 
para MRP1 e 17 casos apresentaram resultados positivos para MRP2. Em todos os casos 
positivos eles foram expressos por células luminais mamárias. 

  

 

Figura 14. Expressão positiva fraca de MRP2, principalmente no citoplasma e ocasionalmente na 
membrana (seta). Imunoistoquímica com DAB, contracoloração com hematoxilina de Harris. 

 

2.2.1 Associação entre a expressão da superfamília ABC e parâmetros clinicopatológicos 

Não houve associação entre a expressão dos transportadores ABC e o histotipo 

tumoral. Uma associação positiva entre a expressão de glicoproteína-P e a presença de 

metástases nodais foi verificada (P = 0,0038), assim como uma relação com a graduação 

histológica (P = 0,0353). Por sua vez, MRP1 demonstrou uma forte associação com uma 

graduação histológica maior (P < 0,0001), mas não demonstrou relação com o estado nodal. 

Não foram observadas relações entre a expressão de MRP2 e as características 

clinicopatológicas dos pacientes. Os resultados dos histotipos tumorais, graduação histológica 

e estado nodal de acordo com a expressão de glicoproteína-P, MRP1 e MRP2 estão 

sumarizadas na tabela 11. 
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Tabela 11. Características clinicopatológicas de acordo com a expressão de proteínas transportadoras ABC. 

Parâmetro 
clínico 

Glicoproteína-P MRP1 MRP2 
Positivo Negativo Valor 

de P  
Positivo Negativo Valor de 

P 
Positivo Negativo Valor 

de P N % N % N % N % N % N % 

Histotipo     

0,9044 

    

0,112 

    

0,6727 

Ca. 
tubulopapilífero 

11 25,5 10 23,6 7 16,3 14 32,5 9 20,9 12 30,3 

Ca. complexo 6 13,9 5 11,6 4 9,3 7 16,3 4 9,3 7 16,3 
Ca.tumor misto 6 13,9 3 7,2 5 11,6 4 9,3 4 9,3 5 11,6 
Outros 1 2,3 1 2,3 0 - 2 4,7 0 - 2 4,7 
Graduação 
histológica 

    

0,0353 

    

<0,0001 

    

0,5721 I 11 25,6 16 37,2 0 - 27 62,8 12 27,9 15 34,9 
II 9 20,9 2 4,7 11 25,6 0 - 4 9,3 7 16,3 
III 4 9,3 1 2,3 5 11,6 0 - 1 2,3 4 9,3 
Estado do LN     

0,0038 
    

0,.2402 
    

0,1627 + 10 23,3 0 - 6 13,9 4 9,3 4 9,3 6 13,9 
- 14 32,5 19 44,2 10 23,3 23 53,5 13 30,3 20 46,5 

* situações com relação estatística significativa;                    
N, número; LN, linfonodo; MRP1, multidrug resistance-associated protein 1; MRP2, multidrug resistance-associated protein 2; Ca, Carcinoma. 
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2.2.2 Associação entre transportadores ABC e sobrevida 

Quando avaliando a relação das proteínas da superfamília ABC com a sobrevida 

global dos animais neste estudo, observou-se que a expressão de glicoproteína-P nos tumores 

estava significativamente associada com um desfecho desfavorável para o animal (P = 

0,0245) (Figura 15A), de maneira semelhante ao que foi observado para a expressão de MRP1 

(P = 0,0002) (Figura 15B). Ademais, a expressão de MRP1 foi determinada como um 

indicador prognóstico independente do estado nodal quando utilizando a regressão de Cox 

para análise multivariada  (P = 0,0216). A expressão de MRP2, por sua vez, não demonstrou 

relação com o desfecho clínico dos pacientes.  

. 

 

Figura 15. Curvas de sobrevida e expressão de transportadores ABC. Relação da expressão de (A) 
Glicoproteína-P, (B) MRP1 e (C) MRP2 com a sobrevida global dos pacientes. Adaptado de 
SALGADO et al., 2015. 



 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO IV: DISCUSSÃO GERAL 

 



77 
 

Breno Souza Salgado                                                                                                                                              
 

1 FAMÍLIA EGFR 

Neste estudo, a expressão de EGFR esteve associada com características que 

refletem um prognóstico ruim, inlcuindo a graduação histológica, metástases linfáticas e 

morte. Estudos prévios notaram a mesma relação com a graduação histológica (GAMA et al., 

2009; BERTAGNOLI et al., 2001; CARVALHO et al., 2013). No presente estudo foi 

observada a mesma correlação entre tumores superexpressos para HER2 com a graduação 

histológica relatada por outros autores (DUTRA et al., 2004; SHINODA et al., 2014). Para 

HER3, há somente um estudo recente na literatura veterinária (KIM et al., 2011) que relaciona 

sua expressão nos tumores mamários das cadelas, revelando resultados semelhantes no que 

diz respeito à invasão linfovascular. Entretanto, não há estudos prévios que avaliam a 

expressão de HER4 nos tumores mamários caninos e pouco se sabe acerca de seu significado 

prognóstico mesmo no câncer da mama da mulher. Alguns estudos ligaram a expressão de 

HER4 com um fenótipo bem diferenciado (KEW et al., 2000; SUO et al., 2002) e estado de 

receptores hormonais positivo (KNOWLDEN et al., 1998; SUO et al., 2002), com 

características de expressão proteica e de associação com características clinicopatológicas 

semelhantes às observadas neste estudo. 

Alguns dados sugerem que os membros da família EGFR podem formar homo e 

heterodímeros com outros membros da família e, consequentemente, apresentam um perfil 

complexo de sinalização intracelular (BRANDT et al., 1999). Tais características podem 

interferir na resposta ao tratamento, tais como indicado por dados recentes (GREEN et al., 

2014; ZHANG et al., 2014). Não estão disponíveis outros estudos na literatura veterinária que 

avaliam a imunoexpressão dos quatro receptores da família EGFR simultaneamente, com a 

maioria dos estudos anteriores relatando a expressão de somente um (DUTRA et al., 2004; 

GAMA et al., 2009; CARVALHO et al., 2013; SHINODA et al., 2014) ou dois receptores 

(BERTAGNOLI et al., 2011; KIM et al., 2011). Visto que se sabe que os membros da família 

EGFR agem sinergisticamente com outro receptor por meio da formação de dímeros nos seres 

humanos (BRANDT et al., 1999; YARDEN & SLIWKOWSKI., 2001; ZHANG et al., 2014), 

a detecção da coexpressão nesta família se vê como uma característica particularmente 

importante de ser avaliada. 

Neste estudo foi observado que 17,6% dos tumores expressaram todos os 

membros da família EGFR simultaneamente. Para quando HER3 e HER2 são avaliados de 

forma isolada e para quando HER3 e EGFR/HER1 são coexpressos, não foram observados 

casos com este perfil de expressão. Apesar disso, quando avaliando HER2 e HER4 em 

coexpressão, um desfecho melhor foi observado, em linha com os resultados observados em 
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mulheres (SUO et al., 2002) nas quais HER4 antagoniza o efeito clínico ruim de HER2 no 

câncer de mama. Casos que coexpressaram mais de dois membros da família EGFR 

demonstraram apresentar uma sobrevida global pior, sugerindo que uma possível 

superativação da família EGFR está relacionada com maior agressividade dos tumores 

mamários nas cadelas. 

Dado que a oncologia veterinária e humana enfretam desafios semelhantes tais 

como taxas comparáveis de certos tipos tumorais (KHANNA et al., 2006; PINHO et al., 2012; 

MARCONATO et al., 2013; TERRAGNI et al., 2014) – com estudos inclusive que relatam 

taxas maiores de câncer de mama nos cães do que nos seres humanos (OWEN, 1979; 

QUEIROGA et al., 2011) – os dados aqui apresentados indicam que a coexpressão de 

membros da família EGFR pode representar uma base útil para o tratamento utilizando 

múltiplos ou diferentes alvos desta família, especialmente porque dados recentes acerca da 

utilização de imunoterapia para membros da família EGFR (SINGER et al., 2014) e outras 

proteínas demonstram que eles também são promissores nos cães (KILLICK et al., 2015). 

A complexidade nos padrões de expressão observados neste estudo, inclusive com 

diferenças nas curvas de sobrevida, indica que uma classificação dos tumores mamários em 

subgrupos pode ser útil na diferenciação dos pacientes no que diz respeito ao seu desfecho. 

Esta característica leva à sugestão de que o valor preditivo da família EGFR é otimizado pela 

combinação dos resultados de expressão de todos os membros da família ao invés de somente 

avaliar um receptor isolado. Verificou-se, ainda, que HER4 possui uma relação diferente com 

as características clinicopatológicas dos carcinomas mamários caninos, o que implica no fato 

de que é melhor aplicar o conhecimento disponível em outros membros da família EGFR no 

que diz respeito à avaliação e tratamento dos cães com câncer de mama. 

 

2 SUPERFAMÍLIA ABC 

Diversos transportadores estão implicados na resistência multidrogas e constituem 

causas reconhecidas de falha na quimioterapia antineoplásica (TROCK et al., 1997; 

ABOLHODA et al., 1999; WENZELL et al., 2007; AMIRI-KORDESTANI et al., 2012; 

HEDDITCH et al., 2014). Este é o caso do transportador de efluxo de moléculas dependente 

de ATP glicoproteína-P (também denominada ABCB1 ou MDR1), para a qual a expressão 

nas células neoplásicas foi relacionada com um mecanismo bem determinado de resistência à 

múltiplas drogas por meio da diminuição do acúmulo intracelular das moléculas (WENZELL 

et al., 2007). 
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Nos casos aqui avaliados, a expressão de transportadores ABC foi confinada às 

células luminais mamárias. Outros autores (KIM et al., 2012) revelaram uma expressão de 

glicoproteína-P nas células mioepiteliais de neoplasias mamárias, diferente do que foi 

observado nos tumores avaliados neste estudo. Esta característica se deu provavelmente 

devido à utilização do clone C219 por tais autores – anticorpos estes os quais apresentam 

comprovada reatividade cruzada com diversas outas proteínas (VAN DEN ELSEN et al., 

1999). De maneira a evitar tais reações cruzadas, nós utilizamos um clone mais espefíco de 

modo a produzir resultados mais fiéis. 

Este estudo avaliou o possível papel prognóstico dos transportadores ABC 

glicoproteína-P, MRP1 e MRP2 em uma série de 43 tumores mamários caninos. Dada a 

função de transporte de moléculas e a capacidade de realizar extrusão de substâncias inerente 

à tais componentes (FLETCHER et al., 2010), é importante promover um esclarecimento de 

seu papel na patobiologia das neoplasias mamárias da cadela. Uma possível influência da 

expressão de proteínas transportadores ABC nos tumores de mama caninos foi previamente e 

recentemente documentada (PETTERINO et al., 2006; KIM et al., 2012; KOLTAI & 

VALJDOVICH, 2014), porém os resultados não são conclusivos. Nos seres humanos, alguns 

autores relataram perda da expressão de MRP1 em casos histologicamente pouco 

diferenciados, sugerindo que a diminuição nos níveis de MRP1 está associada com perda de 

diferenciação (BECK et al., 1998; FERRERO et al., 2000). Uma associação entre MRP1 e 

MDR1/glicoproteína-P e estadios tumorais mais avançados também foi sugerida (FILIPITS et 

al., 1996; NOOTER et al., 1997a; SUN et al., 2000), de maneira similar ao que foi observado 

no presente estudo, sugerindo que MRP1 e a glicoproteína-P possuem importância para o 

desfecho da doença. 

MRP1 e MDR1 demonstraram conferir resistência a múltiplas drogas in vitro em 

linhagens de células cancerosas humanas (GOTO et al., 2000; FERREIRA et al., 2005; 

NAKAI et al., 2009) e também em linhagens de células mamárias de cães (PAWLOWSKI et 

al., 2013). Adicionalmente, também demonstraram estar associadas com um desfecho 

desfavorável para o paciente e/ou quimiorresistência em diferentes tipos de neoplasias caninas 

(GASPAR et al., 2010; TENG et al., 2012), inlcuindo tumores mamários (KOLTAI & 

VALJDOVICH, 2014). No presente estudo foi avaliada a expressão protéica de glicoproteína-

P, MRP1 e MRP2, observando que a expressão de glicoproteína-P e MRP1 é mais consistente 

nos tumores com maior grau histológico e com metástases nodais, apresentando também uma 

relação com uma diminuição na sobrevida, em linha com resultados que caracterizaram a 
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glicoproteína-P como um indicador prognóstico nos tumores mamários caninos (KOLTAI & 

VALJDOVICH, 2014). 

Diferentes estudos foram realizados para avaliar a expressão de MRP2 em 

cânceres nos seres humanos, incluindo o carcinoma colorretal (HINOSHITA et al., 2000), o 

câncer de pulmão (YOUNG et al., 1999) e de mama (CHOI et al., 2000), de modo a 

caracterizar sua relação com a resistência contra agentes terapêuticos. Uma vez que MRP2 

está envolvida no efluxo de diversos agentes antineoplásicos, estes achados podem indicar 

que as células neoplásicas podem adquirir uma resistência à quimioterápicos por meio da 

atividade aumentada de MRP2. Visto que não existem dados relacionando a expressão de 

MRP2 e os tumores mamários caninos, não é possível relacionar diretamente este 

transportador ABC com a resistência a fármacos na espécie. Em relação ao prognóstico, não 

foi observada relação entre MRP2 e as características clinicopatológicas dos pacientes, de 

acordo com estudos os quais avaliaram a expressão de MRP2 em cânceres nos seres humanos 

(OTA et al., 2009; TIAN et al., 2012). 

De modo geral, os resultados aqui apresentados sugerem que a glicoproteína-P e 

MRP1 não somente são candidatos promissores para estudos de validação sobre tratamentos 

no câncer de mama canino, como também possuem um papel importante no curso da 

progressão neoplásica nestes tumores. 
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1. CONCLUSÕES 

Baseado nos resultados observados neste estudo, é possível concluir que membros 

da família de transportadores ABC, a dizer a glicoproteína-P e MRP1, funcionam como 

marcadores prognósticos nos carcinomas mamários das cadelas, não sendo importante 

somente como proteínas de resistência à múltiplas drogas para essas neoplasias. Além disso, 

MRP1 é um indicador prognóstico independente nestes tumores, ao passo que MRP2 não 

possui relação direta com o desfecho da doença. 

É possível concluir, também, que a expressão de EGFR/HER1 e HER2 nos 

carcinomas mamários de cadelas está associada com um curso clínico desfavorável, levando à 

sugestão de que EGFR/HER1 e HER2 podem constituir alvos terapêuticos promissores no 

câncer de mama canino. Adicionalmente, conclui-se que a expressão de HER4 é um 

fenômeno constante nas neoplasias mamárias de cadelas, enquanto a coexpressão de membros 

da família EGFR é um importante indicador prognóstico a ser avaliado nas neoplasias 

mamárias das cadelas, e não somente a expressão isolada de membros desta família. 
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2. PERSPECTIVAS 

 

2.1 Superfamília ABC como biomarcador do câncer e na resposta ao tratamento 

Em vista dos resultados terem identificado uma relação entre a glicoproteína-P e 

MRP1 com o desfecho dos animais, é importante realizar a validação dos resultados de 

expressão proteica com a verificação dos níveis de expressão de RNAm nos tumores dos 

animais. Com isso, espera-se determinar se os níveis de transcrito variam de acordo com a 

imunoexpressão nos tumores dos animais. Além disso, é importante caracterizar o perfil de 

expressão em animais pré- e pós-tratamento, de modo a verificar possíveis variações no 

funcionamento destas proteínas nos tumores mamários caninos. 

 

2.2 Membros da família EGFR como biomarcadores do câncer 

Os resultados identificaram uma relação entre EGFR e HER2 nos pacientes com 

câncer de mama e a sobrevida global. Em vista disso, trabalhos futuros devem focar na 

validação dos resultados por meio da verificação do estado de amplificação ou não destas 

moléculas, com a realização do pareamento dos resultados com os níveis de expressão de 

RNAm nas amostras. Além disso, é importante focar no desenvolvimento da tecnologia para 

ter como alvo terapêutico estas moléculas nos pacientes caninos com tumores mamários. 

Visto que a expressão destas proteínas já foi caracterizada como restrita em tecidos normais e 

de alta expressão em pacientes com doença metastática, esta abordagem pode apresentar 

benefícios. Ademais, trabalhos futuros devem envolver a análise de um amplo grupo de 

tumores de maneira a verificar ainda o potencial prognóstico e preditivo destas moléculas. 
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Mammary	 neoplasms	 are	 the	 most	 common	 tumors	 in	 female	 dogs.	 They	 are	 usually	
treated	using	solely	surgical	mastectomy	–	which	 is	recognized	as	unsatisfactory	 in	many	
cases.	Given	this,	 the	benefits	of	chemotherapy	 in	dogs	with	mammary	cancer	need	 to	be	
further	explored.	Some	drugs	that	can	be	used	for	treating	canines	with	mammary	tumors	
may	be	substrates	of	uptake	and/or	efflux	 transporters	such	as	 the	ATP‐binding	cassette	
(ABC)	transporters.	Unfortunately,	very	little	is	known	regarding	the	pathobiology	of	such	
proteins	 in	 canine	 tumors,	 including	 mammary	 cancer.	 Accordingly,	 this	 study	 was	
designed	 to	 characterize	 the	 expression	 of	 ABC	 transporters	 P‐glycoprotein,	MRP1,	 and	
MRP2	 and	 its	 relation	 with	 clinicopathologic	 factors	 in	 order	 to	 allow	 a	 better	
understanding	of	their	influence	in	canine	mammary	cancer.	P‐glycoprotein	was	expressed	
in	 tumors	 from	 55.8%	 of	 patients,	while	MRP1	 and	MRP2	were	 expressed	 in	 37.2	 and	
39.5%	 of	 tumors,	 respectively.	 P‐glycoprotein	 expression	 showed	 to	 be	 related	 with	
regional	lymph	node	spread	(P	=	0.0038),	as	well	as	with	tumor	grade	(P	=	0.0353)	and	with	
a	 shorter	 survival	 (P	 =	 0.0245).	 MRP1	 revealed	 a	 strong	 association	 with	 a	 higher	
histological	grade	(P	<	0.0001)	and	overall	survival	(P	=	0.0002).	Additionally,	MRP1	was	
determined	 as	 prognostic	 indicator	 independent	 of	 lymph	 node	 status	 using	 Cox	
proportional‐hazards	regression	multivariate	analysis	(P	=	0.0216).	No	relations	between	
MRP2	 and	 clinicopathologic	 features	were	 observed.	We	 have	 found	 that	P‐glycoprotein	
and	MRP1	are	expressed	in	highly	aggressive	canine	mammary	tumors	and	are	related	with	
poor	prognosis.	Our	results	suggest	 that	 they	may	play	a	significant	role	 in	 the	course	of	
canine	mammary	cancer	progression	and	be	promising	candidate	markers	for	a	validation	
study	on	therapy	outcome. 
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1.	Introduction	

Mammary  tumors  represent  the  most  common  neoplasm  in  intact  female  dogs  and 

approximately half  are  considered  as malignant. Canine mammary  carcinomas  (CMCs) have 

heterogeneous  features  that make  it  difficult  to  determine  patient  prognosis  [1,2].  Studies 

regarding mammary tumors in dogs aimed at defining a more precise prognosis by evaluating 

different  tumor  characteristics  such  as  oncogenes/oncoproteins  [3,4]  and  tumor  growth  or 

suppression  related  features  [5,6]. However,  despite  the many  achievements  regarding  the 

understanding of CMCs pathobiology much remains unknown. 

Treatment for canine mammary tumors usually is restricted to surgical mastectomy – which is 

recognized as unsatisfactory  in many cases [2]. However, there are neither studies with  large 

case series that prove the benefits of chemotherapy for canine cancer nor consensus on which 

drugs must  or may  be  used.  Since  different  individuals with  a  similar  disease may  present 

different responses to the same drugs due to individual aspects, it is important to understand 

which cellular components of tumor cells can interfere in drug response. In humans much has 

been learned about ATP‐binding cassette (ABC) transporters, with different cancers presenting 

with alterations in such cellular components, leading to failure of cancer chemotherapy [7‐11]. 

Initially  discovered  as  chemotherapeutic  drug‐efflux  pumps,  ATP‐binding  cassette  (ABC) 

superfamily of transporters represents the  largest family of transmembrane proteins [9]. ABC 

transporters facilitate translocation of heterogeneous substrates including metabolic products, 
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lipids and sterols, peptides and proteins, saccharides, amino acids, inorganic and organic ions, 

metals, and drugs across the membrane by using energy from ATP hydrolysis [12]. 

Since  the  concept  of  personalized  medicine  is  being  progressively  applied  to  veterinary 

medicine we can expect that ABC superfamily members may be increasingly evaluated in small 

animal oncology in a near future in order to promote a more accurate treatment. However, it 

is  not widely  understood whether  ABC  superfamily members  have  an  influence  on  canine 

mammary  tumors’  pathobiology.  Accordingly,  in  this  study  we  aimed  to  evaluate  the 

immunoexpression of ABC superfamily members  in CMCs  in order  to address  their potential 

prognostic implications in such tumors. 

2.	Materials	and	Methods	

2.1.	Patients	

A  prospective  series  of  43  cases  of  primary  canine  mammary  tumors  in  adult  females 
presenting  from  2011  to  2013  was  used.  Surgical  specimens  were  fixed  in  10%  neutral 
buffered  formalin and embedded  in paraffin wax. Sections  (3 µm  thick) were obtained and 
stained with hematoxylin and eosin (HE) for histological examination. 

2.2.	Follow‐up	

Patients were  followed up  for a period of 18 months and overall  survival was  taken as  the 
time (in months) from the date of the primary surgical treatment to the time of death. 

2.3.	Histopathological	evaluation	

Tumors were classified according to the World Health Organization (WHO) criteria for canine 
mammary neoplasms [1]. Histological grade [13] and lymph node status were also evaluated. 

2.4.	Immunohistochemistry	

For ABC  transporter proteins, 3 µm  thick histologic  sections were obtained, deparaffinized, 
and  rehydrated.  Immunohistochemistry  was  performed  by  using  a  polymeric  labeling 
detection system  (Novolink Polymer Detection System, Novocastra Laboratories, Newcastle, 
UK). Antigen retrieval was carried out by heat treatment in 10 mM citrate buffer pH 6.0 for all 
primary antibodies. Subsequent endogen peroxidase and protein blockages were performed 
according manufacturers’  instructions. All  slides were  then overnight  incubated at 4˚C with 
the specific primary antibodies. Then, the slides were  immersed with the detection systems 
following  the  manufacturer’s  instructions.  Subsequently,  3,3’  diaminobenzidine 
tetrahydrochloride  (DAB)  was  used  as  chromogen  in  order  to  allow  the  visualization  of 
antigen‐antibody  reaction.  Slides  were  counterstained  using  Harris’s  hematoxylin, 
dehydrated, and mounted for evaluation and light microscopy. Antibodies data are presented 
at  table  1.  All  series  included  know  positive  cases  as  positive  controls.  Negative  controls 
included  replacement  of  the  primary  antibodies with  non‐reacting  antibodies  of  the  same 
subclass. 
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         Table 1. Primary antibodies used for ABC superfamily immunohistochemistry.             

Antibody Source Manufacturer Dilution Clone 

P‐glycoprotein  Mouse Dako 1:100 C494 

MRP1  Mouse Enzo LifeScience 1:200 MRPm6 

MRP2  Mouse Enzo LifeScience 1:200 M2III‐6 

MRP1, multidrug resistance‐associated protein 1; MRP2, multidrug resistance‐associated protein 2. 

Samples were defined as positive when more  than 10% of cells  revealed  immunoreactivity. 
Slides were evaluated by  two  independent observers blinded  to patient  characteristics and 
outcome. All cases with discrepant results were discussed during observation with a double‐
headed microscope, and a consensus was reached. 

2.4.	Statistical	Analysis	

Associations  between  the  expression  of  the  different  ABC  superfamily  proteins  and  with 
clinicopathologic  features  were  assessed  by  using  Fisher’s  exact  text  when  compared 
variables had exactly  two  groups  (2  x 2  contingency  tables),  such  as  LN  status  (positive or 
negative),  and by using  the  X2  test  for  categorical  variables  such  as histological  grade  and 
tumor histotype. Survival  curves were estimated using Kaplan‐Meier product‐limit method, 
and the significance of differences between survival curves was determined using the log rank 
test. Multivariate analysis was performed by Cox proportional hazards regression modeling. 
All statistical  tests were  two sided, and statistical significance was accepted at  the P < 0.05 
level. All analyses were performed using the Prism GraphPad software version 5.0 (San Diego, 
CA). 

3.	Results	

P‐glycoprotein and MRP1 expression was mainly membranous but frequently associated with 
cytoplasmic positivy, whereas MRP2 expression was weak and mainly cytoplasmic. In all cases 
they were consistently expressed by  luminal mammary cells (figure 1). No associations were 
observed between ABC transporters and tumor histotype. A positive association between P‐
glycoprotein and lymph node status (P = 0.0038) was found, as well as with tumor grade (P = 
0.0353). MRP1 revealed a strong association with a higher histological grade (P < 0.0001). No 
relations  between MPR2  and  clinicopathologic  features  were  observed.  Results  regarding 
tumor  types, histological grade, and  lymph node  status according  to P‐glycoprotein, MRP1, 
and MRP2 expression are summarized in table 2. 

 

Figure 1. Canine mammary gland carcinomas revealing expression of ABC transporters. (A)Note the P-
glycoprotein expression in luminal cells across the membrane and slighter in the cytoplasm. (B)MRP1 strong 
expression in a mammary tumor with membrane and cytoplasm intense reactivity. (C) MRP2 expression mainly in 
the cytoplasm of luminal cells.                                                                                              
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Table 2. Patients’ clinicopathologic characteristics according to ABC transporter protein expression.                                             

Clinical 
parameters 

P-glycoprotein MRP1 MRP2 

Positive Negative 
P 

value 
Positive Negative 

P 
value 

Positive Negative 
P 

value 

N % N %  N % N %  N % N %  

Tumor type         

0.9044 

       

0.112 

       

0.6727 

Tubulo‐ 

papillary 

carcinoma 

10  23.3  11  25.6  14  32.5  7  16.3  12  30.3  9  20.9 

Complex 

carcinoma 
5  11.6  6  13.9  7  16.3  4  9.3  7  16.3  4  9.3 

Carcinoma in 

mixed tumor 
3  7.2  6  13.9  4  9.3  5  11.6  5  11.6  4  9.3 

Others  1  2.3  1  2.3  2  4.7  0  ‐  2  4.7  0  ‐ 

Histological 
grade 

                             

I  11  25.6  16  37.2 

0.0353 

0  ‐  27  62.8 
< 

0.0001 

12  27.9  15  34.9 

0.5721 II  9  20.9  2  4.7  11  25.6  0  ‐  4  9.3  7  16.3 

III  4  9.3  1  2.3  5  11.6  0  ‐  1  2.3  4  9.3 

LN status                               

+  10  23.3  0  ‐ 
0.0038 

6  13.9  4  9.3 
0.2402 

4  9.3  6  13.9 
0.1627 

‐  14  32.5  19  44.2  10  23.3  23  53.5  12  30.3  20  46.5 

N, number; LN, lymph node; MRP1, multidrug resistance‐associated protein 1; MRP2, multidrug resistance‐associated protein 2 
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3.1.	Association	between	ABC	transporters	and	survival	

Overall  patient  survival  rates  were  determined  using  the  log  rank  test  with  respect  to 

expression of ABC transporters. P‐glycoprotein was found to be significantly associated with a 

poor outcome (P = 0.0245) (figure 2A), as well as MRP1 (P = 0.0002) (Figure 2B). However, no 

significant difference  in patient outcome was  found with  respect  to MRP2  (figure 2C)  (P = 

0.2548). Additionally, MRP1 was determined as prognostic  indicator  independent of  lymph 

node status using Cox proportional‐hazards regression multivariate analysis (P = 0.0216). 

 

Figure 2. Survival curves and expression of ABC transporters (A) P‐glycoprotein, (B) MRP1, and (C) MRP2. 

4.	Discussion	

Several ABC transporters are implicated in multidrug resistance and are recognized causes for 

failure  of  cancer  chemotherapy  [7‐11].  This  is  the  case  of  ATP‐dependent  drug  efflux 

transporter  P‐glycoprotein  (P‐gp  or  ABCB1)  whose  expression  on  tumor  cells  has  been 

identified  to  be  a well‐recognized mechanism  of  cancer multidrug  resistance  by  decreasing 

intracellular drug accumulation [9]. 

In  the  cases herein  studied, ABC  transporters expression was confined  to mammary  luminal 

cells. Other authors [14] revealed  immunoexpression of P‐glycoprotein  in myoepithelial cells, 

differently  from what was observed  in  this study. This  feature probably occurred due  to  the 

use of  the C219 clone by such authors – an antibody clone which  is known  to display cross‐

reactivity with a number of other proteins [15]. In order to avoid such cross‐reaction, we used 

a more specific clone in order to produce more accurate results. 

This study addressed the potential prognostic role of ABC transporters P‐glycoprotein, MRP1, 

and MRP2 in a series of 43 canine mammary tumors. Given the function of drug  

 

transporters  and  their  capability  to extrude  toxins, drugs, and physiological  substrates  from 

cells [16], a clear definition of their prognostic role is not straightforward to achieve. A possible 
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role of ABC  transporters protein expression  in  canine mammary  cancer has previously been 

studied  [6,14,17], but  the  results are not conclusive.  In humans, data are also controversial. 

Some  authors  reported  a  loss  of MRP1  expression  in  poorly  differentiated  histology  cases, 

suggesting  that MRP1  loss  is  associated with  loss  of  differentiation  [18,19].  In  contrast,  an 

association of MRP1 and MDR1/P‐gp  increase with tumor stage has also been suggested [20‐

22], similarly to what was observed in this study and consequently suggesting that MRP1 and 

P‐glycoprotein expression have an implication in disease outcome. 

MRP1 and MDR1 have been shown to confer multidrug resistance in vitro in human cancer cell 

lines [23‐25] and also  in canine mammary cell  lines [26]. Additionally, they were shown to be 

associated  with  poor  patient  outcomes  and/or  chemoresistance  in  different  canine  tumor 

types  [27,28]  including mammary  tumors  [6].  In  the  present  study, we  have  analyzed  the 

protein  levels of MDR1/P‐gp, MRP1,  and MRP2  and  found  that P‐gp  and MRP1  levels were 

higher in tumors with higher histological grade and regional lymph node metastasis, as well as 

an  association  with  shorter  survival,  in  line  with  results  which  characterized  P‐gp  as  a 

prognostic indicator in canine mammary tumors [6]. 

A  number  of  studies  have  been  carried  out  on  the  changes  in MRP2  expression  in  human 

tumors including colorectal carcinoma [29], lung [30], and breast [31] cancers, which might be 

associated with  their  resistance  to  chemotherapeutic  agents.  Since MRP2  is  involved  in  the 

efflux of  various  anti‐neoplastic  agents,  these  findings  can  indicate  that neoplastic  cells  can 

acquire drug resistance through the increased MRP2 activity. Since there are no data regarding 

the expression of MRP2  in canine mammary tumors,  it  is not possible to directly relate such 

ABC transporter with drug resistance in the species. When it comes to prognosis, we found no 

relation of MRP2 with clinicopathologic  features. This  is  in  line with studies which evaluated 

MRP2 expression in human cancers [32,33]. 

Overall, our  results suggest  that P‐glycoprotein and MDR1 not only be promising candidate 
markers for a validation study on therapy outcome but also they may play a significant role in 
the course of canine mammary cancer progression. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

  Declaro  para  os  devidos  fins  que  estou  ciente  e  autorizo  a 

realização  do  procedimento  MASTECTOMIA  RADICAL  UNILATERAL, 

referente ao Projeto de Pesquisa  intitulado Análise da expressão de 

MDR1,  MRP1,  MRP2  e  da  superfamília  EGFR  nos  carcinomas 

mamários  esporádicos  de  cadelas,  de  responsabilidade  de  BRENO 

SOUZA SALGADO. 

 

 

Nome do animal:_______________________________________ 

Nome do Responsável: __________________________________ 

RG:___________________________ Data:____ / ____ / _____ 

 

Assinatura:____________________________________________ 


