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RESUMO

O tumor mamario canino (TMC) € a neoplasia que mais comumente
acomete cadelas idosas nao castradas. Na analise histopatolégica, 41 a
53% dos TMCs séo classificados como malignos. Os receptores de
estrégeno a (REa) séo receptores nucleares importantes na transcricao
de fatores e transducdo de sinais hormonais, considerados um dos
fatores progndsticos para o tumor mamario humano, participam de
forma ativa na carcinogénese mamaria. Durante o desenvolvimento do
TMC, macroéfagos teciduais compde o microambiente tumoral, com a
funcdo de estimular a angiogénese, aumentando a possibilidade de
metastases, sendo fundamental para o prognéstico de neoplasia
mamaria na cadelae na mulher. O objetivo deste trabalho foi pesquisara
expressao e a provavel correlacdo de REa com a distribuicdo de
macrofagos tumorais (TAMs) em TMCs por meio de imunohistoquimica.
Foram analisados 40 tumores mamarios malignos, classificados
histologicamente em quatro grupos distintos e um grupo controle
composto por 08 glandulas mamarias caninas sem alteracdo
anatomopatolégica e seus respectivos linfonodos regionais. Os
resultados mostraram que a imunomarcacao positiva ao REa variou de
um a trés casos dentre os grupos histologicos estudados, havendo
nestes, menor numero de metastase para linfonodo. A positividade para
os TAMs mostrou associacdo com o tipo histolégico, variando de

moderada a acentuada nos carcinomas mamarios de alto grau



histologico que apresentaram necrose, invasao linfatica e formacéo
tubular. Nao foi identificada associacdo da expressao de REa com a
presenca de TAMs, sugerindo estudos complementares acerca desses

imunomarcadores nos TMCs.

Palavras-chave: Carcinoma mamario canino. Histopatologia.

Imunohistoquimica. Receptor hormonal. Histidcitos.
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ABSTRACT

The canine mammary tumor (CMT) is the neoplasia that most commonly
affects uncastrated elderly female dogs. On histopathological analysis,
41 to 53% of CMTs are classified as malignant. Estrogen receptors a
(REa) are important nuclear receptors for transcription factors and signal
transduction of hormones, considered prognosis factor for breast cancer
in human, and recognized as actively involved in breast carcinogenesis.
During the development of mammary cancer in canine species,
macrophages composes the tumor microenvironment, stimulating
angiogenesis, facilitating the local dissemination of neoplastic cells and
increasing the possibility of metastasis, being fundamental for mammary
neoplasia prognosis in dogs and women. This study aimed to evaluate
the expression and the probable correlation of REa with the distribution
of tumor associated macrophages (TAMs) in CMTs by
immunohistochemistry. Forty CMTs were analyzed histologically in four
distinct groups and a control group composed of eight canine mammary
glands without alteration anatomopathological and their respective
regional lymph nodes. The results showed that the REa positive
immunostaining varied from one to three cases among the histological
groups studied, and there was less lymph node metastasis. The positivity
for TAMs showed a positive correlation with the histological type, ranging
from moderate to severe in mammary carcinomas of high histological

grade that presented necrosis, lymphatic invasion and tubular formation.



No correlation was identified in REa expression with the presence of
TAMs, suggesting complementary studies about these immunomarkers
in CMTs.

Keywords: Canine mammary carcinoma. Histopathology.

Immunohistochemistry. Hormone receptor. Histiocytes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A incidéncia de tumor mamario canino (TMC) tem aumento
progressivo com a idade em cadelas nédo castradas, sendo aos seis
anos de idade 1%; aos oito anos 6%; e aos 10 anos atinge 13%
(EGENVALL et al., 2005). A idade média de ocorréncia do TMC varia de
10 a 11 anos, e raramente observada em cadelas com idade inferior a
quatro anos. Nao existe predisposicdo racial, porém com mais risco de
ocorrer em racas puras (QUEIROGA; LOPES, 2002). A
ovariosalpingohisterectomia (OSH), quando realizada antes do primeiro
estro reduz o risco de desenvolvimento do tumor mamario em 0,5%.
Este risco aumenta significativamente nas fémeas esterilizadas apos o
primeiro ciclo estral (8,0%) e no segundo (26%). A protecdo conferida
pela castracdo desaparece apds os dois anos e meio de idade, quando
nenhum efeito é obtido (FONSECA; DALECK, 2000). Em relacéo a sua
forma de apresentacdo clinica, as glandulas mamarias abdominais
caudais e as mamas inguinais sao as mais frequentemente acometidas
e 50 a 70% das cadelas que apresentam multiplos nédulos mamarios
podem apresentar classificacdes histopatologicas diferentes (SLEECKX
et al., 2011).

Sistemas de classificacdo histopatologica de TMC sdo empregados
com o0 intuito de reconhecer padrdoes teciduais, e analisar o
comportamento do tumor e suas provaveis consequéncias no organismo
do animal (GOBBI, 2012). A classificacdo feita pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) descreve e subdivide carcinomas n&o
infiltrativos, carcinomas complexos, carcinomas simples
(tubulopapilifero, sélido e anaplasico), sarcomas e tumores benignos
(MISDORP et al., 1999).

Cassali et al. (2011) propuseram uma classificacdo histopatoldgica

por meio de um consenso entre profissionais que atuam na oncologia
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veterinaria baseando-se nos critérios estabelecidos por Misdorp et al.
(1999) e Goldschmidt et al. (2011).

Andlises baseadas na histopatologia mostraram que 41 a 53% dos
TMCs sao considerados malignos, porém evidéncias histologicas nao
implicam em apresentacdo clinica e variagcdes histologicas podem
ocorrer no mesmo tumor (BRODEY et al., 1983). A hipétese de que um
tumor maligno pode se desenvolver a partir de um benigno pré-existente
foi aventada por Sonrenmo et al. (2009).

O desenvolvimento do TMC é claramente horménio dependente
(MISDORP et al., 1998). Os hormoénios esterdides desempenham papel
importante na etiologia dos tumores mamarios. A acao de hormonios
esterdides ovarianos -estrégeno, prolactina e progesterona, em niveis
aumentados por periodos prolongados é carcinogénica (FONSECA,;
DALECK, 2000). Isso ocorre devido a atividade mitogénica desses
horménios em células mamarias, exercida apos a ligacdo com seus
respectivos receptores. O tecido glandular mamario normal possui niveis
elevados de receptores de estrégeno (RE) e receptores de progesterona
(RP), porém nos carcinomas mamarios sem resquicio de tecido epitelial
normal a imunoexpressao destes apresenta-se em quantidade diminuida
(DONNAY et al., 1995).

Em cées e gatos, a progesterona exdgena estimula a sintese de
hormdnio do crescimento na glandula mamaria com proliferagao I6bulo-
alveolar e consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais e
secretorios, induzindo a formacdo de nddulos benignos em animais
jovens, ja a prolactina facilita a agcdo mitotica do estrégeno, aumentando
0 numero de seus receptores. (SILVA et al.,2004). Em seres humanos,
hiperprolactinemia pode ser um indicador de prognostico desfavoravel
em tumores de mama, pois tem sido associada com a malignidade do

tumor e o aparecimento precoce de metastases (VONDERHAAR, 1999).
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O estrogeno participa diretamente no crescimento celular por
estimular a liberacdo do fator de crescimento tumoral, favorecer
crescimento ductal e aumentar os niveis de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator-chave para a angiogénese (ILLERA et
al., 2006). Alem disso, promove a transcricdo de genes proliferativos e
suprimi genes apoptéticos, o que permite assim a proliferacdo celular e
consequentes mutacées do DNA (BRANDAO et al., 2018).

Animais portadores de tumores de mama que expressam RE e RP,
ou somente RE, apresentam melhor prognoéstico do que aqueles que
expressam somente RP, visto que os RE positivos correlacionam-se
com tumores bem diferenciados e RP positivos com tumores pouco
diferenciados (MOHR et al., 2016). A diminuicao da relacdo RE/RP em
carcinomas mamariostem sido associada a diminuicdo da diferenciacéo
celular e progressao da doenca em cadelas e mulheres (SARTIN et al.,
1992).

Fatores sistémicos e locais estdo relacionados com a iniciacdo da
carcinogénese pela construcado de respostas inflamatorias persistentes a
uma variedade de estimulos (BALKWILL; MANTOVANI, 2012). Nos
tumores mamarios decadelas, camundongos e na mulher, macrofagos
tém a funcao de facilitar a angiogénese, remodelar a matriz extracelular
e promover maior mobilidade das células tumorais. Os macréfagos
ocorrem em maior numero em relacdo aos leucécitos presentes nas
neoplasias (MONTEIRO et al.,, 2018). Estudos demonstraram que a
interacdo direta entre os macréfagos e as células neoplasicas favorece a
formacdo de émbolos tumorais, pois os histiécitos facilitam a migracéo e
0 acesso a luz vascular das células tumorais (POLLARD, 2008).

Nos carcinomas mamarios na mulher (CMMs) o aumento na
populacdo de macréfagos esta associado a maior vascularizacdo, ogue

facilita o crescimento tumoral por remover catabolitos celulares e suprir
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nutrientes e oxigénio (LEEK et al.,, 2000). Em camundongos, a
correlacdo estatistica, previamente descrita para os casos de CMMs,
tem sido confirmada, avaliando a participacdo dos macrofagos
associados ao tumor (TAMSs) e seu papel em promover a angiogénese e
regular a producéo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
(BINGLE et al., 2006).

O VEGF é uma proteina dimérica produzida por células neoplasicas,
macrofagos e, as vezes, também por linfocitos, que age como um
mitégeno especifico em veias, artérias e vasos linfaticos, e atua como
fator inibidor de apoptose, estimulando a producdo da proteina
antiapoptotica Bcl-2 nas ceélulas endoteliais, o que pode afetar a
permeabilidade do endotélio. Para sua acdo angiogénica atuar, ndo é
necessario que ocorra a acdo de aumento de permeabilidade endotelial
(PLATE, 2001).

Os estudos da funcédo dos receptores hormonais tém revelado que
existe relagcdo entre o numero desses receptores e a capacidade
proliferativa das células neoplasicas, o que envolve a acdo de TAMSs,
ocasionando recidivas locais e metastases (COSTA et al.,, 2002,
NGUYEN et al., 2017). Contudo, ainda s&o escassos 0s estudos que
associam a expressao dos TAMs a de receptores hormonais.

O objetivo do estudo foi observar e correlacionar a expressao de REa
e a distribuicdo de macréfagos em tumores mamarios malignos caninos

por meio de imunohistoquimica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Observar a expressao imunohistoquimica de REa e a distribuicdo de

macrofagos e a interacao entre esses dois marcadores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a expressao dos REa nas mamas sem alteracoes
macroscopicas e nos tumores mamarios malignos.

Classificar os subtipos de neoplasias mamarias e correlacionar com a
expressao dos REa.

Analisar a participacdo de macréfagos no microambiente tumoral por

meio de imunohistoquimica.
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ANALISE DA EXPRESSAO DE RECEPTOR DE ESTROGENO E DA
DISTRIBUICAO DE MACROFAGOS NOS TUMORES MAMARIOS
CANINOS?

Tawane Agda L. de Melo, Heitor Flavio Ferrari, Analy R. M. Ferrari,
Natalia M. Rahal, Maria Cecilia Rui Luvizotto

ABSTRACT - Melo T.A.L., Ferrari H.F., Ferrari A.R.M., Rahal N.M.,
Luvizotto M.C.R. 2019. [Analysis of estrogen receptor expression
and macrophage distribution in canine mammary tumours.] Analise
da expressao de receptor de estrogeno e da distribuicdo de macréfagos
nos tumores mamarios caninos. Pesquisa Veterinaria Brasileira
XX(XX):xxXx-xxx. Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina
Veterinaria, Aracgatuba. Rua Clévis Pestana 793, Dona Amélia,
Aracatuba, SP, 1605-680, Brazil. E-mail:tawane_agda@hotmail.com
The canine mammary tumor (CMT) is the neoplasia that most
commonly affects uncastrated elderly female dogs. On histopathological
analysis, 41 to 53% of CMTs are classified as malignant. Estrogen
receptors a (REa) are important nuclear receptors for transcription
factors and signal transduction of hormones, considered prognosis factor
for breast cancer in human, and recognized as actively involved in breast
carcinogenesis. During the development of mammary cancer in canine
species, macrophages population composes the tumor
microenvironment, stimulating angiogenesis, facilitating the local
dissemination of neoplastic cells and increasing the possibility of
metastasis, being fundamental for mammary neoplasia prognosis in
women and dogs. This study aimed to evaluate the expression and the
probable correlation of REa with the distribution of tumor associated
macrophages (TAMs) in CMTs by immunohistochemistry. Forty CMTs
were analyzed histologically in four distinct groups and a control group
composed of eight canine mammary glands without alteration
anatomopathological and their respective regional lymph nodes. The
results showed that the REa positive immunostaining varied from one to
three cases among the histological groups studied, and there was less
lymph node metastasis. The positivity for TAMs showed a positive
correlation with the histological type, ranging from moderate to severe in
mammary carcinomas of high histological grade that presented necrosis,
lymphatic invasion and tubular formation. No correlation was identified in

1 Texto de acordo com as normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira — disponivel em
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REa expression with the presence of TAMs, suggesting complementary
studies about these immunomarkers in CMTSs.

INDEX TERMS: Canine mammary carcinoma. Histopathology.
Immunohistochemistry. Hormone receptor. Histiocytes.
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RESUMO- O tumor mamario canino (TMC) € a neoplasia que mais
comumente acomete cadelas idosas ndo castradas. Na analise
histopatoldgica, 41 a 53% dos TMCs séo classificados como malignos.
Os receptores de estréogeno a (REa) sao receptores nucleares
importantes na transcricdo de fatores e transducao de sinais hormonais,
considerados um dos fatores progndsticos para o tumor mamario
humano, participam de forma ativa na carcinogénese mamaria. Durante
o desenvolvimento do TMC, uma populacdo de macrofagos teciduais
compde o microambiente tumoral. Nos tumores primarios os macréfagos
tém a funcdo de estimular a angiogénese, aumentando a possibilidade
de metastases, sendo fundamental para o progndéstico de neoplasia
mamaria na mulher e na cadela. O objetivo deste trabalho foi pesquisara
expressao e a provavel correlagdo de REa e na distribuicdo de
macroéfagos tumorais (TAMs) em TMCs por meio de imunohistoquimica.
Foram analisados 40 tumores mamarios malignos, classificados
histologicamente em quatro grupos distintos e um grupo controle
composto por 08 glandulas mamarias caninas sem alteracao
anatomopatolégica e seus respectivos linfonodos regionais. Os
resultados mostraram que a imunomarcacao positiva ao REa variou de
um a trés casos dentre os grupos histoldgicos estudados, havendo
nestes, menor numero de metastase para linfonodo. A positividade para
os TAMs mostrou correlacéo positiva com o tipo histolégico, variando de
moderada a acentuada nos carcinomas mamarios de alto grau
histologico que apresentaram necrose, invasao linfatica e formacao
tubular. Nao foi identificada correlacdo na expressdo de REa com a
presenca de TAMs, sugerindo estudos complementares acerca desses
imunomarcadores em TMCs.

TERMOS DE INDEXACAOQ:Carcinoma mamario canino. Histopatologia.
Imunohistoquimica. Receptor hormonal. Histiocitos.
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INTRODUCAO

A incidéncia de tumor mamario canino (TMC) tem aumento
progressivo com a idade em cadelas néo castradas. A idade média de
ocorréncia do TMC varia de 10 a 11 anos, e raramente observada em
cadelas com idade inferior a quatro anos. N&o existe predisposicao
racial, porém com mais risco de ocorrer em racas puras (QUEIROGA,;
LOPES, 2002). Em relacdo a sua forma de apresentacdo clinica na
cadela, as glandulas mamérias abdominais caudais e as mamas
inguinais sdo as mais frequentemente acometidas e 50 a 70% das
cadelas que apresentam multiplos nodulos mamarios podem apresentar
classificacOes histopatologicas diferentes (SLEECKX et al., 2011).

Sistemas de classificacdo histopatoldgica de TMC sdo empregados
com o intuito de reconhecer padrdoes teciduais, e analisar o
comportamento do tumor e suas provaveis consequéncias no organismo
do animal (GOBBI, 2012). Cassali et al. (2011) propuseram uma
classificacdo histopatolégica por meio de um consenso entre
profissionais que atuam na oncologia veterinaria baseando-se nos
critérios estabelecidos por Misdorp et al. (1999) e Goldschmidt et al.
(2011).

Analises baseadas na histopatologia mostraram que 41 a 53% dos
TMCs sao considerados malignos, porém evidéncias histolégicas de
malignidade nédo implicam em apresentacdo clinica e variacdes
histolégicas podem ocorrer no mesmo tumor (BRODEY et al., 1983). A
hipétese de que um tumor maligno pode se desenvolver a partir de um
benigno pré-existente foi aventada por Sonrenmo et al. (2009).

O desenvolvimento do TMC é claramente horménio dependente
(MISDORP et al., 1998). Os horménios esterdides desempenham papel
importante na etiologia dos tumores mamarios. A acdo de horménios
esteroides ovarianos ocorre devido a sua atividade mitogénica em
células maméarias exercida apds a ligacdo com seus respectivos
receptores. O tecido glandular mamario normal possui niveis elevados
de receptores de estrégeno (RE) e receptores de progesterona (RP),
porém nos carcinomas mamarios sem resquicio de tecido epitelial
normal a imunoexpressao destes apresenta-se em quantidade diminuida
(DONNAY et al., 1995).

Animais portadores de tumores de mama, que expressam RE e RP,
ou somente RE, apresentam melhor prognostico do que aqueles que
expressam somente RP, visto que os RE positivos correlacionam-se
com tumores bem diferenciados (MOHR et al., 2016). A diminuicdo da
relacdo RE/RP em carcinomas mamarios tem sido associada a
diminuicao da diferenciacdo celular e progressao da doenca (SARTIN et
al., 1992).
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Fatores sistémicos e locais estdo relacionados com a iniciacdo da
carcinogénese pela construcao de respostas inflamatorias persistentes a
uma variedade de estimulos (BALKWILL; MANTOVANI, 2012). Nos
tumores mamarios de cadelas, camundongos e na mulher, macrofagos
tém a funcao de facilitar a angiogénese, remodelar a matriz extracelular
e promover maior mobilidade das células tumorais. Os macréfagos
ocorrem em maior niumero em relacdo aos leucécitos presentes nas
neoplasias (MONTEIRO et al., 2018).

Nos carcinomas mamarios na mulher (CMMs) o aumento na
populacdo de macréfagos esta associado a maior vascularizacéo, o que
facilita o crescimento tumoral por remover catabolitos celulares e suprir
nutrientes e oxigénio (LEEK et al.,, 2000). Em camundongos, a
correlacdo estatistica, previamente descrita para os casos de CMMs,
tem sido confirmada, avaliando a participacdo dos macrofagos
associados ao tumor (TAMSs) e seu papel em promover a angiogénese e
regular a producéo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
(BINGLE et al., 2006).

Os estudos da funcédo dos receptores hormonais tém revelado que
existe relagcdo entre 0o numero desses receptores e a capacidade
proliferativa das células neoplasicas, o que envolve a acdo de TAMs,
ocasionando recidivas locais e metastases (COSTA et al.,, 2002;
NGUYEN et al., 2017). Contudo, ainda sao escassos 0s estudos que
correlacionam a expressao dos TAMs a de receptores hormonais.

O objetivo do estudo foi observar e correlacionar a expressao de REa
e a distribuicdo de macréfagos em tumores mamarios malignos caninos
por meio de imunohistoquimica.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UNESP, Campus de Aracatuba, registrado sob numero de protocolo
CEUA FOA-00721/2016.

Analise macroscopica e microscopica

As amostras dos TMC das cadelas submetidas a mastectomia
unilateral ou bilateral, segundo indicacdo cirdrgica, acompanhada dos
linfonodos satélites foram submetidas a exame macroscopico onde era
realizada identificacdo, foto documentacdo, localizacdo do (s) tumor
(es), mensuracéo, existéncia de ulcera, superficie de corte e areas de
necrose. As amostras foram distribuidas em quatro grupos
experimentais (GE) com 10 espécimes de cada e seus respectivos
linfonodos: GE1- carcinoma em tumor misto; GE2 - carcinoma
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tubulopapilifero; GE3 — carcinoma soélido e GE4 — carcinoma complexo,
provenientes do Servico de Patologia Veterinaria da FMVA-UNESP. O
grupo controle (GC) foi formado por 08 mamas e linfonodos de cadelas
adultas sem alteracdes macroscopicas e que apresentavam ectasia e
displasia na microscopia. O processamento histologico de rotina dos
cortes corados pelo HE (Luna, 1968) foi seguido da analise
microscopica (Olympus DX51, Olympus, Téquio) por dois patologistas. A
classificagdo morfoldgica e graduacdo das neoplasias mamarias seguiu
os critérios estabelecidos por Cassali et al.(2011) e Goldschmidt et al.
(2011), associado ou nao ao comprometimento de linfonodos regionais e
graduados segundo Pefia et al. (2013).

Analise imunohistoquimica

Seccdes de blocos parafinizados dos tumores e de seus respectivos
linfonodos foram submetidas a reacdo de imunohistoquimica para
identificar macrofagos utilizando anticorpo monoclonal anti-S100A9 +
Calprotectin - S1T00A8A9 complex, produzido em camundongo (Clone
MAC387, Abcam) na diluicdo 1:200. Para a recuperagcao antigénica os
espécimes foram tratados pelo calor em micro-ondas com tampéao citrato
de sédio (Acido Citrico Monohidratado, P.A 2,1 g), 10 mm, pH 6,0 por
cinco minutos. Para as etapas seguintes foi utilizado o kit com polimero
(Reveal, SPB-125, Spring), segundo as recomendacfes do fabricante.
Como controle positivo para macrofagos foi utilizado corte histoloégico de
pulmdo canino com pneumonia cronica. Na reacdo de
imunohistoquimica para revelar receptores de estrégeno a foi utilizado o
anticorpo monoclonal produzido em camundongo (anti-humano, clone
1D5) na diluicao 1:2. A recuperacéo antigénica foi realizada com tampao
Tris EDTA Tween 20 pH 8,0, em panela a vapor por 30 minutos a 95°C.
Seguiu-se 0 bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de
hidrogénio a 8% por 30 minutos e imersédo em leite em p6 desnatado por
50 minutos para bloqueio das ligacGes inespecificas. Na sequéncia foi
usado kit comercial de revelacdo (polimero reveal - SPB-125, Spring),
conforme recomendacfes do fabricante. Seccbes de ovario foram
utilizadas como controle positivo. Ambos os anticorpos primarios das
imunomarcacdes foram incubados “over night” em camara umida, a 4°C
e a revelacdo foi feita com 3,3' - Diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB) e contra coloracdo com hematoxilina de Harris.

Andlise das imunomarcacgodes

A andlise da imunomarcacédo de TAMs e de células expressando
REa foi realizada no microscopio de luz identificando as areas com
maior imunomarcacéo. Para cada caso, foram examinados trés campos
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com objetiva de 40x para a contagem das células positivas. Para os
TAMs foi padronizado e aplicado o escore médio das células
imunomarcadas, ou seja, ausente, discreta (1 a 10 células), moderada
(11 a 20 células) ou acentuada (>20 células). Para o anticorpo REa a
reacao foi classificada como negativa (REa -) ou positiva (REa +).

Analise estatistica

Foi realizado o teste Exato de Fisher para verificar relacao entre a
presenca e auséncia de macrofagos e receptores de estrégeno adentro
de cada grupo. Para comparar 0s grupos quanto a intensidade de
expressao de macréfagos e receptores de estrogeno utilizou-se o teste
de Kruskall-Wallis, seguido do pOs-teste de Dunn. As andlises foram
realizadas no software Graphpad Prism, com intervalo de confianca
estabelecido em 95% e p.valor < 0,05%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise macroscopica

A analise macroscopica baseada nos fatores tumorais e idade das
cadelas dos grupos experimentais estdo representadas no Quadro 1,
onde a média de idade das cadelas acometidas com tumor de mama foi
de 9 anos e 7 meses, de acordo com Sleeckx et al. (2011) que
correlaciona o envelhecimento dos caes com o aumento do risco de
tumores mamarios, sendo a maioria diagnosticada por volta dos 8 aos
10 anos. Em relagéo a localizagdo, dos 40 tumores mamarios caninos,
47,5% (n=19) acometeram as mamas abdominais,37,5% (n=15) mamas
inguinais e 15% (n=6) mamas toracicas. Esse resultado se assemelha
ao de Lana et al. (2007) que observaram a ocorréncia de 65% a 75%
dostumores nas glandulas mamarias abdominais e inguinais,
provavelmente, por terem mais volume de tecido glandular que as
demais. Quanto ao tamanho do tumor, foram mais frequentes as
neoplasias que mediram de 3 a 5 cm de didametro, correspondendo a
45% (n=18). No que se refere a ulceracdo e necrose, em 12,5% (n=5)
dos casos havia ulceracdo cutanea em consequéncia da infiltracdo
tumoral e, em 52,5% (n=21) necrose na macroscopia. Esses fatores sao
considerados prognoésticos para carcinomas mamarios na cadela, onde
o tamanho (> 20 mm), necrose e grau histolégico Il sdo os mais
relevantes, destacando a similaridade biolégica no cdo e no homem
(NGUYEN et al., 2018).
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Andlise microscopica

A classificacdo histopatoldgica do GC e dos GEs, seguiu os preceitos
classificatorios adotados por Cassali et al.(2011) para tumores mamarios
caninos (fig. 1. A, B, C e D).

As metastases para linfonodos regionais ocorreram com maior
frequéncia nos tumores que apresentaram grau Il e Il (Quadro 2),
totalizando 17 casos distribuidos nos grupos de tumores analisados. De
um total de 23 linfonodos sem metastases, houve maior frequéncia de
tumores classificados com grau Il, independente de sua classificagcao
morfolégica, se assemelhando ao que Rasotto et al. (2012) concluem,
onde tumores de grau Il e lll apresentam mais metastases pois tem
correlacdo com a agressividade observada em carcinomas de maiores
graus.

Analise imunohistoquimica

Este estudo mostrou imunoreatividade ao REa no epitélio ductal de
mamas do GC, tendo sido observado, independente da classificacdo do
tumor, no GE1 e GE3 em dois e trés casos positivos, respectivamente
(fig. 2. Ae B) e, no GE2 e GE4 em somente uma amostra 0 que sugere
0 processo de iniciagcao nas células epiteliais mamarias (Quadro 3). No
GC a reacao foi positiva no epitélio dos ductos mamarios. Resultados
semelhantes sao referidos por Mohr et al. (2016); Brandao et al. (2018)
e Nguyen et al. (2018), afirmando a menor intensidade da
imunoreatividade ao REa em neoplasias malignas, comparadas a
tecidos ndo neoplasicos e tumores benignos mamarios. Para a
intensidade aos REa ndo houve diferenga estatistica significante entre
grupos segundo teste de Kruskal-Wallis.

Foi possivel identificar que nas neoplasias onde a expressédo de REa
foi positiva houve menor numero de metastases para linfonodos
regionais, mesmo na vigéncia de graduacao histologica intermediaria a
alta (GE1 e GE3). Aydogan et al. (2018) aplicaram método semi
quantitativo de analise para testes de imunohistoquimica de REa, ndo
tendo sido verificada diferenca significativa nos TMCs classificados em
tubulopapilifero, carcinoma complexo e carcinossarcoma.

As imunomarcacdes positivas para os macrofagos apresentaram
correlacdo com o tipo histolégico, sendo moderada a acentuada nos
carcinomas mamarios com altos graus histolégicos (Quadro 4), os que
apresentaram necrose, invasao linfatica e formacao tubular, assim como
descreve Krol et al. (2011) e Seung et al. (2018), onde concluiram que o
aumento no numero de TAM estava relacionado com a habilidade de
metastase em tumor mamario canino, especificamente o
adenocarcinoma.
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No GE1, em particular nas areas de metaplasia cartilaginosa e/ou
0ssea a imunomarcacdo de macréfagos somente foi identificada junto
ao componente epitelial, no estroma da regido periductal e periacinar,
ocorrendo de modo difuso e discreto, sendo detectados em trés
amostras (fig. 3.A). Ao avaliar os grupos com o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn, foi observado que o GC e o GEL1 diferem
dos GE2, GE3 e GE4, cuja graduacéo histoldgica foi Il em 70% dos
casos e lll em 27,5% dos casos nos quais foram observadas areas com
moderado a acentuado infiltrado de macrofagos entre as células
neoplasicas e/ou no tecido ao redor da neoplasia de forma difusa ou até
mesmo focal (figura 3.B, C e D). A quantidade de TAMs acentuada esta
associada as caracteristicas de malignidade, como Pierini et al. (2017)
afirmam, portanto apresenta progndstico reservado. Além disso, a
correlacdo de TAMs com REa neste trabalho demonstrou que os TAMs
constituem fator prognostico independente da imunomarcacao positiva
de REaq, concordando com Seung et al. (2018).

CONCLUSAO

Este estudo revelou que carcinomas mamarios caninos tendem a
acometer animais com a idade inferior a 10 anos, sem diversidade na
expressao de REa nas diferentes classificacdes histolégicas, bem como
nao apresentam correlacdo de REa com a presenca de TAMs. A
imunoexpressdo de TAMs possui relagdo com o grau histoloégico do
tumor, considerado progndstico para carcinomas na espécie
canina.Estudos complementares devem ser feitos a fim de esclarecer a
reatividade de REa correlacionados com TAMs, associando dois fatores
prognoésticos de tumores mamarios caninos.
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Quadro 1. Andlise macroscopica dos carcinomas mamarios caninos
(Arquivo do Laboratorio de Patologia Veterinaria da FMVA — UNESP dos
anos de 2015, 2016 e 2017: Numero de animais e porcentagem por
faixaetaria.

Numero de animais (40)

Faixa etaria e %

Anélise o
Macroscopica N. de_ <10 anos % >10 %
animais anos
Tamanho
<3cm 14 9 64,3 5 35,7
3ab5cm 18 13 72,2 5 27,8
>5cm 8 4 50 4 50
Ulcerado
Sim 5 3 60 2 40
Nao 35 23 65,7 12 34,3
Necrose
Sim 21 12 57,1 9 42 .9
Nao 19 14 73,7 5 26,3
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Quadro 2: Classificacdo e graduacdo histologica de 40 tumores
mamarios caninos malignos e ocorréncia de metastases para linfonodos
regionais.

‘| 0
Tu.mor Tubglo Solido Complexo Total % de
misto papilifero tumores

Sem
metastase 8 3 7 5 23

nodal
_ Grau 1 0 0 0 1 43
histologico |
_ Grau 7 3 4 5 19 82,6
histoldgico I

Grau
histol6gico 0 0 3 0 3 13,0

11

Com
metastase 2 7 3 5 17

nodal

Grau
. . 0 0 0 0 0 0,0
histologico |
_ Grau 1 5 1 2 9 52.9
histoldgico I

Grau

histolégico 1 2 2 3 8 47,1
[l
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Quadro 3. Imunoexpressao de receptores de estrogeno a (REa) no

grupo controle (GC) e grupos experimentais (GE).

Receptores Grupos Experimentais
estroélgeno GC GE1l GE2 GE3 GE4
o
Ausente 2 8 9 7 9
Presente 6 2 1 3 1
Total 8 10 10 10 10

GC - Glandulas mamarias com hiperplasia e ectasia ductal
GE1 — Carcinoma em tumor misto

GE2 — Carcinoma tubulo papilifero

GE3 — Carcinoma solido

GE4 — Carcinoma complexo
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Quadro 4: Imunoexpressao de macrofagos intratumorais (TAMS) no
grupo controle (GC) e grupos experimentais (GE).

Grupos Experimentais

Macrofagos - GE1 GE2 GE3 GE4
Ausente 6 4 0 0 0
Discreto 2 3 6 6 4

Moderado 0 0 4 4 5
Acentuado 0 0 0 0 1
Total 8 10 10 10 10

GC - Glandulas mamarias com hiperplasia e ectasia ductal
GE1 — Carcinoma em tumor misto

GE2 — Carcinoma tubulo papilifero

GE3 — Carcinoma solido

GE4 — Carcinoma complexo
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Fig. 1.

Carcinoma em tumor misto e area de metaplasia cartilaginosa. (B)
Carcinoma tubulo papilifero com formacdes papilares na luz tubular. (C)
Carcinoma solido demonstrando arranjo epitelial solido. (D) Carcinoma
complexo, neoplasia epitelial associada a proliferacdo mioepitelial.
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Fig. 2. Fotomicrografia. Imunomarcagado de receptor de estrogeno a
(REa) (seta). (A) Carcinoma em tumor misto (GE1) reacdo nuclear
positiva do epitélio ductal. (B) Carcinoma solido (GE3) apresentando
marcacgao nuclear positiva do epitélio tubular.
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Fig. 3. Fotomicrografia.Imunomarcacdo de macréfagos associados ao
tumor mamario canino(*). (A) Carcinoma em tumor misto (GE1) exibindo
TAMs em intensidade discreta junto ao componente epitelial. (B)
Carcinoma tubulo papilifero (GE2), deteccdo de TAMs multifocal e
moderada intratumoral e acentuada no estroma. (C) Carcinoma Sdélido
(GE3) apresentando imunomarcacdo positiva de TAMs difusa
acentuada. (D) Carcinoma complexo (GE4) exibindo TAMs de forma
difusa moderada.
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