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RESUMO

A avaliacdo microscépica dos linfonodos em cadelas portadoras de carcinoma de mama
pode desempenhar um papel fundamental no direcionamento terapéutico, jA que a
drenagem linfatica representa a via mais comum de metastases. Nos ultimos anos tem-
se desenvolvido técnicas que oferecem excelente acuracia na remocdo dos linfonodos,
como a Técnica do Linfonodo Sentinela (TLS), que se baseia no principio de progressdo
escalonada na drenagem linfatica de neoplasias e que atualmente € o principal fator
prognostico e diagnostico em mulheres portadoras de carcinomas de mama. O objetivo
da pesquisa foi avaliar de forma inédita a acuracia da bidpsia do linfonodo sentinela em
cadelas portadoras de carcinoma de mama. Foram utilizadas 41 cadelas com diagnostico
citolégico do tumor. ApoOs injecdo do corante azul patente V, procedeu-se a
mastectomia, juntamente com a linfadenectomia (sentinelas e ndo sentinelas). O
material foi submetido a cortes seriados e avaliado microscopicamente pela coloragéo
rotineira de H&E e imuno-histoquimica com os marcadores para pan-citoqueratina
AE1/AE3 e células mioepiteliais CK14, que revelou que 46,3% (19/41) dos animais
apresentavam metastase nodal. Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados
para a TLS foram de 89,5% e 100%, respectivamente, com indice kappa igual a 0,90 e
p<0,0001. Portanto, a TLS oferece alta sensibilidade no diagnostico precoce de
micrometastases, permitindo maior precisdo no estadiamento do paciente oncoldgico e

consequentemente, maiores chances de sobrevida.
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ABSTRACT
Microscopic evaluation of lymph nodes in bitches with mammary carcinomas may have
fundamental importance in guidance the therapy since lymphatic drainage constitutes
the most common route for metastasis. In recent years, several techniques have been
used to detect and remove Sentinel Lymph Nodes (SLN) based on the principle of
stepwise progression of cancer and lymphatic drainage. In human medicine, SLN
biopsy and analysis constitutes the main prognostic factor in women with mammary
carcinomas. This study was designed to evaluate, in an unprecedented manner, the
accuracy of sentinel lymph node biopsy in bitches with mammary carcinomas. Forthy-
one dogs with no predilection for breed or age, with previous cytological diagnosis of
mammary carcinoma were submitted to inoculation of patent blue V dye in peritumoral
skin, followed by radical mastectomy and radical lymphadenectomy. Lymphanedectomy
included sentinel and non- sentinel lymph nodes in order to detect lymph node
metastasis. Both groups were compared in order to determine the accuracy of SLN
technique in the detection of node metastasis. The lymph nodes were subject to a
standard serial sectioning method, stained by routine H&E or submitted to
immunohistochemistry using pan-cytokeratins AE1/AE3 and the myoepitelial marker
CK14. Nineteen animals (46.3%) had nodal metastasis. Sensibility and specificity for
SLN technique were 89.5 % and 100 %, respectively, with a kappa value of 0.90
(p<0.0001). Therefore, SLN biopsy offers high sensitivity in the early diagnosis of
lymph node metastasis allowing a more accurate clinical staging. These results probably

impacts on greater chances of patient survival.
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1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as mais frequentes neoplasias que acometem as
cadelas, correspondendo a 50% de todos os neoplasmas, tornando-se um importante
problema na medicina veterindria, haja vista que aproximadamente 71% sdo carcinomas
(DALECK et al., 1998; OLIVEIRA FILHO et al., 2010, CASSALI et al., 2011).
Estudos sobre causas de mortalidade em cées revelaram que esses tumores foram
responsaveis por 40,9% dos o6bitos por neoplasia (TRAPP et al., 2010).

As neoplasias mamarias de cadelas sdo similares as observadas na mulher, o que
torna a espécie canina um 6timo modelo para estudos comparativos em termos
diagndsticos, progndsticos, morfoldgicos e bioldgicos (CASSALI et al., 2007).

Atualmente, um dos principais objetivos da oncologia humana é identificar
fatores progndsticos que possam estabelecer protocolos terapéuticos que propiciem
melhores resultados de sobrevida dos seus pacientes.

Aliado a isso, o elevado nimero de tumores mamarios em cadelas aumentou
exponencialmente o interesse cientifico nesta entidade, melhorando consideravelmente
0 desempenho de ensaios clinicos, aplicaveis a medicina comparada (QUEIROGA et
al., 2011).

Estes resultados servem como base ndo s6 para o desenvolvimento da oncologia
humana, mas podem auxiliar na evolugcdo dos métodos diagndsticos e terapéuticos na
medicina veterinaria (CASSALI et al., 2007; QUEIROGA et al., 2011).

Um exemplo disso é o estudo das vias de metastase mamaria. A técnica do
linfonodo sentinela (TLS) tem sido amplamente utilizada em mulheres com carcinoma
de mama ao redor do mundo, uma vez que garante informagdes prognosticas com baixo
indice de morbidade (TAKAMARU et al., 2014).

Entretanto, apenas a partir da sua utilizagdo em ensaios experimentais, visando o
aprimoramento da técnica em mulheres, é que o método passou a ser empregado em
cadelas (PINHEIRO et al., 2003).

Apesar da demonstrada eficacia da técnica na marcacdo dos linfonodos, pouco
se conhece sobre linfonodo sentinela em cadelas e a implicacdo das metéstases nodais
na sobrevida destes animais.

Torna-se necessario, portanto, a validacdo da TLS na medicina veterinaria, para
que a biodpsia do linfonodo sentinela seja uma realidade e mais estudos comparativos

possam ser realizados com novas perspectivas para ambas as pacientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos clinicos e epidemioldgicos dos carcinomas mamarios

Tumores mamarios de cadelas glandula mamaria afetar cadelas de meia idade e
idosos que sdo sexualmente intactos ou esterilizados (EGENVALL et al., 2005). Estas
neoplasias apresentam aspectos clinicos e anatomopatoldgicos similares aos
encontrados na mulher, entretanto a ocorréncia de tumor mamario nos cées é trés vezes
maior que na espécie humana (CASSALI et al., 2007).

A maioria dos cdes com tumores mamarios sdo clinicamente saudaveis no
momento do diagndstico e os tumores podem ser identificados pelo proprietario ou um
profissional durante um exame de rotina (SORENMO, et al., 2011). Similar ao que
ocorre na espécie humana, a entidade afeta quase que exclusivamente as fémeas, com
maior ocorréncia nas cadelas idosas ou de meia idade (TORIBIO, et al., 2012).

As neoplasias mamadrias caninas comumente apresentam-se como nodulos
circunscritos, de tamanho variavel, consisténcia firme e mobilidade para a pele eo
musculo. Eles também podem ser associados a ulceracdo da pele e reacoes inflamatorias
locais. As mamas abdominais caudais e inguinais costumam ser afetadas com maior
frequéncia, seja sob a forma de um Gnico nédulo ou de varios (MISDORP, 2002).

2.2. Estadiamento clinico e anatomopatol6gico das neoplasias mamarias

O estadiamento clinico oncoldgicode humanos e animais se baseia no sistema
TNM, criado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Este sistema considera
informacdes como tamanho da lesdo priméria (T), disseminacdo para linfonodos
regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M) (MORRIS & DOBSON, 2007).

Nas mulheres portadoras de tumores de mama, a avaliagdo dos linfonodos
regionais é realizada pela BLS, segundo recomendagdes da American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (EDGE et al., 2010).

A invaséo de vasos linfaticos e linfonodos tem importante impacto na sobrevida
de cadelas com tumores mamarios. Animais com metastases de linfonodos apresentam
uma diminuicdo significativa na sobrevida quando comparados com os individuos que
negativos para metastase nodal (SORENMO et al., 2011; CAVALCANTI & CASSALL,
2006).

Classificacdo histopatoldgica baseada nas variagdes morfologicas do nacleo e do
grau histoldgico apresenta uma correlacdo significativa com a agressividade do tumor
(ELSTON E ELLIS, 1991). Atualmente , na medicina humana , o sistema de

classificacdo mais amplamente usado o Nottingham modificado por Elston e Ellis (



1991), que substituiu as avaliagbes subjetivas da técnica anterior. O método permite
Nottingham os fatores a serem avaliados utilizando sistematicamente mais critérios
objetivos.

De acordo com este sistema , a determinacdo do grau histologico baseia-se na
avaliacdo do tubulo indice de formac&o, nuclear pleomorfismo e indice mitético, como
demonstrado na Tabela 1.

A anaplasia aumenta com do grau, que é considerado indicador progndstico

independente para o carcinoma de mama em mulheres

2.3. Drenagem linfatica e vias de metéstase mamaria

As metastases de carcinomas mamarios ocorrem, em sua maioria, por via
linfatica, em até 70% dos casos ou por via hematdgena, mediante a infiltracdo de células
neoplasicas através da parede de vasos linfaticos ou sanguineos (SORENMO et al.,
2011).

As metastases nodais sdo, portanto, o passo inicial na disseminacdo tumoral
sendo assim um dos fatores prognodsticos mais importantes no diagnostico das
neoplasias de mama em mulheres e cadelas, uma vez que comumente sdo seguidas pelo
desenvolvimento de tumores a distancia, levando o paciente a morte (QUADROS &
GEBRIM, 2007). A avaliacdo dos linfonodos é, portanto, um dos fatores de maior
relevancia no estadiamento prognéstico do carcinoma de mama em mulheres e cadelas
(MATOS et al., 2012).

Apesar disso, um estadiamento realmente preciso ainda permanece um dos
maiores problemas para a oncologia mamaria de cadelas, pois esta analise depende de
diversos fatores e atualmente se baseia apenas no tipo histolégico da neoplasia e no grau
de invaséo tumoral, deixando de lado importantes informagGes como a presenca de
celulas cancerosas nos linfonodos regionais. (MISDORP, 2002; CAVALCANTI &
CASSALLI, 2006; SORENMO et al., 2009; MATOS et al., 2006a; MATOS et al., 2012).

Na atualidade, ainda existem inUmeras controvérsias sobre a direcdo da
drenagem e conexdes linfaticas entre as mamas das cadelas, j& que alteragdes
anatdmicas ndo permitem o estabelecimento de um padrdo de drenagem (SORENMO et
al., 2011).

Essa problematica conduz a um estadiamento anatomopatolégico que se
restringe ao indice de formacdo tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitdtico,

distanciando o paciente de tratamentos adequados e diminuindo as chances de eficacia



terapéutica (KARAYANNOPOULOU et al., 2005; PLIEGO et al., 2008; MATOS et al.,
2006a; MATOS et al., 2012).

Apesar do conhecimento dos linfossomos mamarios, sitios regionais de
drenagem linfaticas, inUmeros estudos tém revelado que a presenca de tumores pode
alterar significativamente a direcdo linfatica da mama, uma vez que animais portadores
de neoplasias mamarias passam por uma reconfiguracdo linfatica, que se deve, em
grande parte, a presenca de fatores prolinfangiogénicos no sitio tumoral (MATOS et al.,
2012; PATSIKAS et al., 2006; SUAMI et al., 2013).

Por este fato, torna-se dificil estabelecer quais linfonodos devem ser removidos
durante o procedimento cirtrgico. A exérese de forma aleatdria induz a graves erros
prognosticos, contribuindo para o pouco conhecimento acerca do real valor das micro e
macrometastases regionais nos carcinomas de mama em cadelas. Além disso, a
metodologia empregada na avaliacdo destes linfonodos e o pequeno nimero de seccdes
oferece dificuldade na pesquisa de focos metastaticos (MATOS et al., 2012).

2.4. Técnica do Linfonodo Sentinela

Nos dltimos anos, tém-se desenvolvido tecnicas que auxiliam no
estabelecimento de um melhor progndstico, como a técnica do linfonodo sentinela
(TLS), que se baseia no principio de progressdo escalonada na colonizacdo dos
linfonodos regionais por celulas neoplasicas (PINHEIRO et al., 2003; GATEK et al.,
2012).

O linfonodo sentinela (LS) é o primeiro linfonodo em uma cadeia linfatica
regional a receber a linfa de um tumor primario, portanto, sera o primeiro a conter uma
metastase e sua biopsia revela com precisdo o “status” nodal. Assim, se na biopsia do
linfonodo sentinela (BLS) ndo forem encontradas células tumorais, o restante da cadeia
nodal também sera negativa, indicando ndo haver metastase linfatica (SAKORAFAS et
al., 2007; KELLEY et al,. 2004).

Esta técnica foi empregada inicialmente em homens portadores de carcinomas
penianos e anos depois, com o sucesso do método, passou a ser utilizada em neoplasias
melanociticas (CABANAS, 1977). Estudos considerando sua aplicabilidade em
tumores de mama em mulheres datam do inicio dos anos 1990 (KRAG et al., 1993).
Desde entdo, a realizagdo da BLS tem se revelado alternativa segura, com elevada
acuracia para predizer o comprometimento nodal (PINHEIRO et al., 2003;
SAKORAFAS et al., 2007).



A auséncia de metastases no linfonodo sentinela de mulheres portadoras de
carcinomas mamarios concorda com o resultado dos demais linfonodos regionais em
quase 100% dos casos (ZENGEL et al., 2013).

Uma vez que ndo se faz necessaria a retirada de toda a cadeia linfatica, ha
redugdo quase que total no risco de aparecimento de linfedema, com manutencdo das
taxas de sucesso no estabelecimento do prognostico. Além disso, a BLS permite o
diagnostico precoce de metastases, auxiliando na conduta terapéutica e aumentando as
chances de sucesso no tratamento (GIULIANO et al., 2011).

A partir da introdugdo do procedimento na prética cirurgica, as micrometastases
de linfonodos passaram a ser detectadas mais comumente. Isso ocorre porque 0
patologista pode se concentrar na inspe¢do um ou poucos linfonodos, tornando a busca
por metastses mais cuidadosa. Além disso, a pequena quantidade de pecas permite um
maior nimero de seccBes, aumentando a eficacia diagndstica da técnica (VERONESI et
al., 1999).

As técnicas de localizacdo transoperatérias do LS se valem de corantes vitais,
radiofarmacos ou da utilizacdo de ambos simultaneamente. No Brasil, bem como na
Europa, o corante de escolha é o azul patente V (AP), que pertence ao grupo dos
triarilmetanos com apenas um grupo hidroxila adicional (ZENGEL et I., 2013).

Trabalhos utilizando o AP em cultivo de células de endotélio corneal
demonstraram auséncia de citotoxicidade, sem qualquer efeito deletério para o cultivo,
mesmo em altas concentracdes, evidenciando sua excelente biocompatibilidade, com
boas perspectivas de uso do corante em cirurgias oftalmicas (THALER et al., 2011).

Complicagdes oriundas da aplicagdo do corante sdo bastante raras, havendo
relatos da ocorréncia de reagdo de hipersensiblidade em apenas 0,1 a 1,1% dos pacientes
submetidos a técnica (SHINZATO et al., 2006).

Além disso, marcadores autologos tem sido utilizados com éxito em cadelas em
ensaios experimentais, como a hemossiderina, que marca o linfonodo sentinela
mediante a inoculagdo de um preparado sanguineo hemolisado. Apesar de eficaz, a
técnica ainda necessita de maiores estudos (PINHEIRO et al., 2009; BESERRA et al.,
2013).

Nos tumores de mama, diferentes locais de injecdo do corante tém sido
recomendados para identificacdo do LS, como periaureolar, subaureolar, intradérmica
ou subcuténea, na area de localiza¢do do tumor (GOYAL et al., 2006).



Na medicina humana, a TLS tem demonstrado caracteristicas de menor
invasividade ao paciente, além de fornecer o estadiamento preciso do processo
neoplésico. Este aspecto apresenta um diferencial quando comparado a linfadenectomia
aleatdria, onde o patologista deve examinar os linfonodos sem a devida conviccao de
gue sejam estes 0s que drenam a neoplasia.

Além disso, com a aplicagdo da técnica de BLS, a informagdo esta
potencialmente concentrada em um ou dois linfonodos, propiciando ao examinador usar
métodos detalhados na pesquisa de células tumorais com resultados mais precisos
(GIULIANO et al., 2011).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a acurécia da técnica do linfonodo sentinela na deteccdo de metastases
em cadelas portadoras de carcinomas de mama, sem evidéncia clinica de metastase a

distancia.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Verificar a taxa de identificacdo do LS mediante a administracdo exclusiva do
Azul Patente V.

3.2.2. Avaliar a sensibilidade da TLS na detec¢do de metastases nodais.

3.2.3. Verificar a sensibilidade da coloracdo rotineira de Hematoxilina e Eosina na
deteccdo de micrometastases nodais em comparacdo com a imuno-histoquimica.

3.2.4. Classificar as metastases nodais, de acordo com a sua dimensdo, em células

isoladas, micrometastases e macrometastases.

4. HIPOTESE DO ESTUDO

Com base na premissa da disseminagdo ordenada das células metastaticas ao
longo da cadeia linfatica, a remog¢&o dos linfonodos sentinelas em cadelas portadoras de
carcinomas mamarios € eficaz na pesquisa e identificacdo precoce de micrometastases,

ndo havendo a necessidade de linfadenectomia radical.



5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Quarenta e uma cadelas sem restricdo quanto a idade, raca ou porte, portadoras
de carcinomas de mama, nao ulcerados, acometidas por até duas formacdes malignas,
sendo estas localizadas, obrigatoriamente, em uma mesma cadeia mamaria, foram
selecionadas pelo Departamento de Cirurgia do Servico Veterinario da
ANCLIVEPA/SP, S&o Paulo, Brasil.

A utilizacdo das cadelas foi condicionada a autorizacdo do proprietario por
intermédio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Informado, além do
parecer favoravel (n° 140/2012-CEUA) do Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio Mesquita Filho”, UNESP, Botucatu, S&o Paulo.

As pacientes foram avaliadas por meio de anamnese, exame fisico, laboratorial
(hemograma completo, funcdo hepatica e renal), raios-X, ultrassom e punc¢éo aspirativa
por agulha fina dos tumores mamarios.

Os critérios de inclusdo utilizados exigiam valores de hemograma e bioquimica
sérica dentro do intervalo de normalidade segundo Garcia-Navarro (2005) e Bush
(2004), respectivamente e auséncia de sinais clinicos relacionados a qualquer sistema, e

de metéstases a distancia, pelos exames de imagem.

5.2. Avaliacao citopatoldgica das neoplasias

Todos os tumores foram submetidos a citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) segundo técnica descrita por Raskin & Meyer (2010).

A partir do material coletado, foram confeccionadas quatro laminas de cada
amostra, sendo trés fixadas a seco em alcool metilico P.A. por 5 minutos e coradas pelo
método de Giemsa e uma submetida a fixacdo uUmida em alcool etilico 95° e
posteriormente corada segundo a técnica de Papanicolaou.

As neoplasias foram classificadas sob microscopia éptica nos aumentos de 40X,
100X e 400X em microscopio Olympus® CX41, de acordo com 0s critérios
citomorfologicos nucleares e citoplasmaticos de malignidade descritos por Raskin &
Meyer (2010), quais sejam: distribuicdo e arranjo das celulas epiteliais, anisocariose,
anisocitose, padréo de cromatina, figuras de binucleagéo e mitose.

Segundo estes critérios, os tumores foram classificados como: neoplasia epitelial

benigna ou neoplasia epitelial maligna.



Somente os animais com diagndstico citolégico compativel com neoplasia

epitelial maligna foram selecionados para as etapas seguintes.

5.3. Procedimento anestésico

As cadelas foram anestesiadas por equipe técnica qualificada, do Departamento
de Anestesia do Servico Veterinario da Anclivepa/SP, mediante administracdo
endovenosa de Propofol (3 mg/Kg), Fentanil (2mcg/Kg) e Diazepam (0,5 mg/Kg).

A manutencdo anestésica no transoperatério foi realizada com Isofluorano,
obedecendo os valores de concentracdo alveolar minima proximos de 1,41%, como
descritos na literatura especializada (FANTONI & CORTOPASSI, 2009).

5.4. Identificacdo e exérese dos linfonodos sentinela

Os tumores foram virtualmente divididos em quatro quadrantes iguais. No
periodo pré-operatorio foi administrado na regido peri-tumoral, de cada quadrante, um
quarto do volume total de Azul Patente V 2,5% (Guerbert®) considerado para cada
tumor.

A dose estabelecida foi de 2 mg/Kg de AP 2,5% por via intradérmica
(PINHEIRO et al., 2009). As vias de drenagem linfatica de cada tumor foram
identificadas por inspecdo visual da pele, caracterizadas por marcacéo azulada dos vasos
linfaticos superficiais.

Seguiu-se o trajeto linfatico para identificacdo do sitio anatdmico “drenante”
correspondente a localizagdo do(s) linfonodo(s) sentinela(s) (LS) (Figura 1). O sitio
marcado foi submetido entdo a incisdo simples e identificacdo direta do LS marcado em

azul, seguida de linfadenectomia.



Figura 1: Local de injecdo do corante vital Azul Patente V 2,5% (Guerbert®)
(seta). Observar a regido de drenagem, abaixo do local de inoculacdo, em
direcdo a regido subaxilar (cabeca de seta).

Ato continuo, procedeu-se a mastectomia unilateral, respeitando-se a margem de
segurancga lateral de 3 cm em associagdo a linfadenectomia radical dos linfonodos
mamarios ipsilaterais ndo marcados pelo AP. Os linfonodos e a cadeia mamaria foram
identificados, acondicionados separadamente e imersos em formaldeido tamponado
7,5% por 48h.

Todos os procedimentos pré, trans e poés-cirargicos foram realizados no
Departamento de Cirurgia do Servico Veterinario da ANCLIVEPA/SP, pela mesma
equipe técnica.

A manipulagéo e administracdo do corante vital (AP) foi realizada pelo mesmo

médico-veterinario, minimizando os vieses oriundos da inoculag&o.

5.5. Acompanhamento e avaliacdo de morbidade p6s-operatoria

Os animais permaneceram internados por um periodo minimo de 24 horas,
durante o qual foram submetidos aos procedimentos pos-operatorios do Departamento
de Cirurgia, recebendo medicacéo antibiotica, anti-inflamatoria e analgésica padréo.

As cadelas retornaram ao hospital nos dias 3, 7, 15 e 30, apds o procedimento
cirurgico para avaliacdo médica, quando se realizou exame fisico em busca de
alteragcGes comportamentais indicativas de dor ou edema dos membros e da regido

cirdrgica.
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5.6. Avaliacdo macroscépica e histopatolégica das neoplasias

As neoplasias foram submetidas a andlise macroscopica, onde foram coletadas
amostras representativas de cada formacao. Em seguida, realizou-se minuciosa inspec¢ao
da peca cirargica, principalmente no tecido adiposo adjacente, para pesquisa de
linfonodos remanescentes.

Todo o material coletado foi mantido em solucdo tamponada de formaldeido a
7,5% por 48 horas, ap6s o que, foram desidratadas, diafanizadas, incluidas em parafina,
seccionadas a 4 um, segundo processamento histotécnico padrdo e coradas pela
Hematoxilina & Eosina (HE).

Os carcinomas foram classificados em concordancia com os critérios descritos
por Cassali et al. (2011). O estabelecimento do grau de malignidade neoplésica
obedeceu ao proposto por Elston & Ellis (1998) (Tabela 1).

Tabela 1: Graduacdo de malignidade em Carcinomas Mamarios de Cadelas segundo
Elston & Ellis (1991).

FORMACAO TUBULAR*
Acima de 75% 1 ponto
Entre 10-75% 2 pontos
Abaixo de 10% 3 pontos

PLEOMORFISMO NUCLEAR
Variacao discreta 1 ponto
Variagdo moderada 2 pontos
Variagao acentuada 3 pontos
INDICE MITOTICO**

0-8 mitoses 1 ponto
9-18 mitoses 2 pontos
Acima de 19 mitoses 3 pontos

GRADUACAO (Somatorio)
Grau | 3-5 pontos
Grau Il 6-7 pontos
Grau Il 8-9 pontos

*Considerando-se apenas o componente epitelial.
**Média de mitoses em 10 campos aleatérios de 400X.

5.7. Avaliacdo macroscépica, histopatoldgica e imuno-histoquimica dos linfonodos

Todos os linfonodos coletados foram inteiramente destinados a analise
histopatoldgica e imuno-histoquimica pela técnica de microtomia seriada descrita por
Schuman et al. (2011).
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Inicialmente, os linfonodos foram clivados transversalmente em intervalos fixos
de 2 mm por toda sua extensdo. O numero de fragmentos variou de acordo com o
tamanho de cada linfonodo. Estes fragmentos foram dispostos em cassetes histoldgicos,
submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina (ENSANI et al., 2014).

Em seguida, os blocos foram seccionados em série até a obtencao de 18 laminas
de 4um. Entre a obtencdo de cada seccdo destinada ao estudo, 10 secgdes foram
descartadas, como preconizado por Schuman et al. (2011).

As seccdes referentes aos numeros 4, 8 e 12 foram obtidas em duplicata para a
investigagdo imuno-histoquimica (anticorpos CK14 e AEL1/AE3). Todas as demais
foram coradas pela técnica de Hematoxilina & Eosina.

A pesquisa de células metastaticas nos linfonodos foi realizada sob microscopia
Optica nos aumentos de 100X e 400X em microscopio Olympus® CX41, por trés
experientes patologistas separadamente, quais sejam: Grandi, F.; Costa, L.D.; Zanoni,
D.S.. Para tal, as laminas receberam numeros aleatérios, garantindo a imparcialidade
dos avaliadores.

Os linfonodos foram classificados em positivo (presenca de grupos ou células
metastaticas isoladas) e negativo (auséncia de grupos ou células metastaticas isoladas).

Nos casos dubios, foi considerado o resultado prevalente, estabelecido por dois
dos trés patologistas.

A maior &rea metastatica de cada linfonodo foi mensurada utilizando-se
freeware ImageJ® e segundo seu tamanho, classificada em macrometéstase (=2 mm),
micrometastase (0,2-2 mm) ou células isoladas (<0,2 mm) (SANTOS et al., 2013).

5.8. Estudo imuno-histoquimico dos tumores e linfonodos

Foram utilizados os anticorpos anti-pancitoqueratina (AE1/AE3, camundongo,
Dako®, EUA) e anti-citoqueratina 14 (CK14, camundongo, Abcam®, UK), conforme
sugerido por Matos et al. (2006a).

As seccgOes histologicas (teste e controle) foram dispostas em laminas silanizadas
(Starfrost®) e desparafinadas em estufa a 60°C por 1 hora, seguida de 3 banhos em
xileno com duracao de 5 minutos cada.

Posteriormente, os cortes foram hidratados em concentracfes decrescentes de
alcool etilico e lavadas em agua corrente. As laminas foram entdo submetidas a

recuperacao antigénica pelo calor em tampéo citrato pH 6,0 a 125°C por 30 segundos,
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seguido de 90°C por 30 segundos em camara de pressdo Pascal®, Dako Cytomation.
Apos foram deixadas esfriando a temperatura ambiente por 20 minutos.

As diluicbes utilizadas para os anticorpos foi de 1:200 para AE1/AE3 e 1:400
para CK14.

As laminas foram incubadas em camara Umida overnight a 4°C. O sistema de
deteccdo utilizado foi o Novolink® (Novacastra Laboratories, Newcastle, UK) e o
cromogeno foi a 3,3 diaminobenzidina (DAB), Dako.

Entre cada uma das etapas supracitadas, os cortes foram vigorosamente lavados
com solucdo de TRIS base pH 7,4. A contracoloracdo nuclear foi realizada com
Hematoxilina de Harris.

6. RESULTADOS

Todos os 41 casos estudados apresentaram-se dentro dos critérios de sele¢éo,
tendo sido os animais examinados e submetidos a mastectomia radical unilateral e
linfadenectomia mamaria.

A faixa etéria das cadelas estudadas variou de 5 a 14 anos, com média de 10,3
anos.

Duas cadelas do estudo apresentaram formacGes em mais de uma mama,
totalizando 43 tumores.

Em relacdo a mama acometida, houve predominio de 72,1% (31/43) dos pares
abdominais caudais e inguinais, como demonstra a Tabela 2.

Em nenhum dos animais se observou qualquer efeito colateral ou adverso, bem
como qualquer complicacdo, oriunda da aplicacdo do corante vital ou da técnica de
linfadenectomia.

O tipo histolégico mais comum foi o carcinoma em tumor misto (Figura 2) com
86% (37/43) de prevaléncia, acompanhado pelo carcinoma solido simples (Figura 3),
com 14% (6/43) dos casos.

Em relacdo a graduacdo histologica de malignidade, ndo se verificou em
nenhuma das neoplasias avaliadas critérios suficientes para classificagdo como Grau I,
sendo que 74,4% (32/43) foram classificadas como Grau | e 25,6% (11/43) como Grau
I

Durante o estudo foram avaliados 138 linfonodos, com média de 3,4 (2-7
linfonodos) por animal, dos quais 42,7% (59/138) marcaram pelo contraste, com

mediana de 1,4 linfonodo sentinela por animal.
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Os sitios preferenciais de drenagem foram subaxilar e inguinal ipsilaterais
(Tabela 2). Em 13 (31,7%) cadelas, houve drenagem para mais de um sitio, como
demonstrado na Tabela 2.

Em todos os casos estudados foi encontrado pelo menos um linfonodo marcado
em azul.

Quanto a area de acometimento nodal, 2,4% (1/19) foram classificadas como
células isoladas, 63,1% (12/19) como micrometastases e 31,6% (6/19) como
macrometastases (Figura 4).

A taxa de animais positivos para metastase nodal pela marcacdo imuno-
histoquimica foi de 46,3% (19/41), sendo que 17 destas foram encontradas em
linfonodos sentinela e 2 em linfonodos ndo sentinela.

A validade da TLS pelo uso exclusivo do azul patente foi determinada mediante
a avaliacdo dos valores de sensibilidade e especificidade, quais sejam 89,5% e 100%,
respectivamente, bem como dos valores preditivos positivo e negativo, 100% e 91,7%.
A acuracia da TLS foi de 95,7%, com indice Kappa igual a 0,90 e p<0,0001.

Quando comparada com a imuno-histoquimica, a coloracdo pelo HE demonstrou
sensibilidade de 94,7% e especificidade igual a 100%, para deteccdo de focos
metastaticos nodais, além de acuracia de 97,5% e valor preditivo positivo e preditivo

negativo de 100% e 95,6%, respectivamente.

Tabela 2: Dados referentes as mamas acometidas e aos linfonodos avaliados.

Animal Mama* Histotipo Local Linf. Linf. Nao
drenagem* Sentinela Sentinela  AE1/AE3 CKl14
01 MTCau Misto SAIL 2 2 + +
02 MACau Misto SAIL 2 2 + +
03 MACra Misto SAIL+IIL 2 2 - -
04 MTCau Misto SAIL+IIL 2 2 - -
05 MACau Solido L 1 2 + +
06 Ming Misto lIL+ICL 2 2 - -
07 MACau Misto SAIL+IIL 3 2 + +
08 MACau Misto SAIL+IIL 2 2 - -
09 MTCau Misto SAIL 1 2 + +
10 MACra Misto SAIL+IIL 3 2 - -
11 MACau Misto L 1 2 + +
12 MTCau Misto SAIL 1 1 - -
13 Ming Misto ICL+IIL 2 1 - -
14 MACau Solido L 1 2 + -
15 MACau Solido L 1 2 - -
16 MACra+M Misto IL+ICL 3 2 + +
ACau
17 Ming Misto L 1 2 - -

18 MACau Misto L 1 3 + +
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19 Ming Misto L 1 2 + +
20 MACra Misto SAIL+IIL 2 2 - -
21 Ming Misto L 1 2 - -
22 Ming Misto L 1 2 - -
23 MTCau Misto SAIL+IIL 2 2 + +
24 Ming Sélido L 1 2 + -
25 Ming Misto L 1 1 - -
26 MACau Misto L 1 2 - -
27 Ming Misto L 1 2 - -
28 MACau Sélido L 1 2 - -
29 Ming Misto L 1 1 + +
30 MACau Misto L 1 2 - -
31 Ming Misto L 1 1 + +
32 MACau Misto L 1 1 + +
33 MACau Misto L 1 2 - -
34 Ming Misto L 1 1 - -
35 Ming Misto L 1 2 - -
36 Ming Misto IL+PIL 2 2 - -
37 MACra Sélido SAIL 2 2 + +
38 MACra+M Misto IL+ICL 2 1 - -
Ing
39 MACau Misto L 1 2 + -
40 MACra Misto L 2 3 + +
41 MACau Misto IHL+ICL 3 4 + +
Total - - - 59 79 - i

*MTCau: mama toracica caudal; MACra: mama abdominal cranial; MACau: mama abdominal caudal; MIng:
Mama inguinal; SAIL: sub-axilar ipsilateral; I11L: inguinal ipsilateral; ICL: inguinal contra-lateral; PIL: popliteo
ipsilateral.

7. DISCUSSAO

A TLS é a grande inovagdo dos Ultimos anos no tratamento cirargico do
carcinoma de mama em mulheres, uma vez que garante procedimentos conservadores e
de alta acurécia diagndstica.

Estudos clinicos comparando a linfadenectomia axilar radical com a TLS
indicam tratar-se a Ultima, de um procedimento seguro e eficaz, que minimiza os riscos
e maximiza a detecgdo de metastases nodais, o principal fator preditivo de doenca
sisttmica (GIULIANO et al., 2011) .

Apesar dos muitos trabalhos e ampla abrangéncia na medicina humana, a TLS
ainda é pouco difundida na medicina veterinaria. A partir dos primeiros trabalhos
realizados por Pinheiro e colaboradores (2003), que demonstraram a eficacia do método
na deteccdo de linfonodos de mama em cadelas, a técnica tem sido usada
experimentalmente na espécie canina, ainda que timidamente, em outros sitios
anatémicos, como vulva e estdmago (MELO & PINHEIRO, 2010; AQUINO et al.,
2012).
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A auséncia de efeitos adversos e complicagdes pds-operatorias neste trabalho
corresponde ao encontrado na literatura para a mulher, onde séo raros os relatos de
hipersensibilidade ao contraste vital, com incidéncia ao redor de 0,34%, demonstrando a
superioridade deste corante frente aos demais marcadores (BRENET et al., 2013).

Atualmente sdo relatadas inimeras técnicas de marcacdo, tanto para 0 homem
como para os animais. Rahal e colaboradores (1995) demonstraram o0 uso de
fluoresceina para identificacdo de canaliculos linfaticos, sem, entretanto, marcacdo dos
linfonodos.

A utilizacdo de Carvdo Ativado e Tinta da India, associado ou ndo ao AP,
também tem sido relatada, porém néo existem estudos clinicos que possibilitem definir
a sua forma correta de uso, ou que demonstrem a inocuidade destes agentes na espécie
canina (ROCHA et al., 2006).

A marcacdo pela hemossiderina, demonstrada por Pinheiro e colaborados
(2009), surge como uma opgao simples e de baixo custo, entretanto, ainda carece de
mais testes que possibilitem definir sua dosagem e padronizar a sua utilizacéo rotineira.

A escolha do AP neste estudo baseia-se na existéncia de trabalhos anteriores
evidenciando seu 6timo potencial de marcacao, facil manuseio, auséncia de toxicidade e
amplo uso na medicina humana (TAKAMARU et al., 2014).

A idade média dos animais estudados corrobora com a maioria dos estudos que
indicam maior susceptibilidade entre 9 e 11 anos (TORIBIO et al., 2012).

Isto se deve, entre outras causas, a maior exposicado a fatores ambientais e
hormonais desencadeantes, bem como ao aumento do risco na ocorréncia de mutacoes
génicas com o avancar da idade. (SLEECKX et al., 2011).

A alta prevaléncia de carcinoma em tumor misto também tem sido relatada em
levantamentos epidemioldgicos, acompanhada por carcinoma solido e tubular simples.
Cassali e colaboradores (2012) referem uma ocorréncia de até 66% de tumores mistos
dentre as neoplasias mamarias de cadelas.

Apesar da importancia desta entidade para a cadela, muitas informag6es sobre o
seu desenvolvimento e biologia ainda permanecem na obscuridade (CASSALI et al.,
2011).

Os carcinomas sélidos por sua vez, sdao tumores comuns nas cadelas e que
apresentam comportamento biolégico agressivo, por vezes conduzindo a metastase a
distancia e com baixa sobrevida livre de doenga (MISDORP, 2002; CASSALI et al.,
2011).
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O indice de marcacdo dos linfonodos pelo AP e deteccdo transcirurgica dos
mesmos foi de 100%.

Valor mais alto do que o encontrado por Pinheiro e colaboradores (2003),
utilizando a mesma técnica de aplicacdo. Isto pode ser atribuido ao baixo volume de
corante vital inoculado que corresponde, a menos da metade da dose usada em nosso
trabalho, ndo sendo suficiente para que o contraste atingisse 0s sitios drenantes.

Quando comparado com os valores encontrados para mulheres, a taxa de
deteccdo dos linfonodos da nossa pesquisa apresentou-se similar ou mais alta. Este fato
pode ser atribuido ao menor numero de linfonodos mamarios, na espécie canina
(FLEISSIG et al., 2006; GIULIANO et al., 2011; TAKAMARU et al., 2014).

Enquanto a mulher possui em média 23 linfonodos em cada mama, a cadela é
detentora de até 8 em cada cadeia. Além disso, a menor quantidade de tecido adiposo
sobreposto, bem como o maior volume destes linfonodos possibilita melhores chances
de visualizagéo e localizagdo dos mesmos (GIULIANO et al., 2011).

O emprego da mastectomia radical unilateral também permite inspecdo
macroscopica minuciosa do espécime cirargico, auxiliando na visualizacdo de
linfonodos milimétricos.

Além disso, se sabe que a presenca de tumor de mama determina significativa
alteracdo linfatica local, uma vez que a expressdo do fator VEGF-c pelas células
tumorais resulta em uma reconfiguragdo dos linfaticos e estabelecimento de novos sitios
de drenagem, como pode ser demonstrado em cadelas e mulheres (SCHLOPPMANN et
al., 2001; EL-GOHARY et al., 2008; SHIBATA et al., 2012).

Por este motivo também, ¢é possivel a marcacao de linfonodos contra-laterais ou
para mais de um linfonodo, pertencente a mais de uma bacia linfatica, como observado
em 13 animais do estudo, sendo as mamas abdominais craniais, abdominais caudais e
inguinais envolvidas.

Isto tem sido constatado por diversos autores que indicam aumento desta ocorréncia
na mama abdominal cranial, onde existem anastomoses linfaticas, culminando,
inclusive, com o aumento no risco de metastases (PEREIRA et al., 2005; SORENMO,
2011).

Estes achados vao de encontro com os relatados por Szcubiah & Lopuszynski (2011),
que referem um padrédo classico de drenagem, com a existéncia de sitios drenantes pre-

determinados, como os linfossomos. Em seu trabalho, entretanto, ndo houve utilizagao



17

de corante ou qualquer outro contraste, utilizando como parametro para linfadenectomia
apenas a correlacao topogréfica entre a neoplasia e o linfonodo.

Quando comparado com trabalhos realizados em mulheres, nossa pesquisa encontrou
um namero de linfonodos sentinela maior do que o descrito na literatura. Isto pode ser
justificado pelas intersecGes de canaliculos linfaticos existentes entre as cinco mamas de
uma mesma cadeia, propiciando maior area de drenagem e consequentemente maior
numero de linfonodos corados (SORENMO et al., 2011; PATSIKAS et al., 2006).

A presenca de células metastaticas em linfonodos ndo corados também é relatada em
mulheres. Estes casos estdo associados a estagios tardios de invasdo linfatica, onde a
proliferacdo destas células bloqueia o fluxo de linfa e impede a chegada do marcador ao
sitio de drenagem (Figura 5), como pode ser observado em um dos nossos casos
(GOYAL et al., 2006).

A literatura atual ndo oferece dados relativos a dimensdo das areas de metastase
nodal em cées, impossibilitando avaliagdo comparativa com nossos resultados.

Santos e colaboradores (2013) demonstraram haver significativa diminuicdo da taxa
de sobrevida em cadelas portadoras de metastases nodais, sem referéncia, entretanto, ao
didmetro da &rea acometida.

Na medicina humana, estudos recentes tem demonstrado, que a presenca de células
tumorais isoladas ndo apresentam significado clinico, ao passo que, pequenos grupos
multifocais estdo associados com pior prognostico (AHMED et al., 2013).

A taxa de positividade dos linfonodos apresenta-se superior a relatada na literatura.
Trabalhos atuais relatam taxa de positividade de 28,8% (SANTOS et al., 2013).

Segundo Matos e colaboradores (2006a), o baixo indice de metéastases nodais esta
relacionado a falhas na localizacdo dos linfonodos drenantes, bem como na utilizagéo de
técnicas histoldgicas inadequadas para pesquisa metastatica, sendo este um dos
principais fatores envolvidos na dificuldade de estabelecimento progndstico de cadelas
com cancer de mama.

Apesar da inexisténcia de consenso sobre a melhor técnica de analise anatomopatologica
dos linfonodos, a incluséo de toda a peca, associada a utilizacdo de cortes seriados, permite
a inspecdo de maior &rea nodal, aumentando a sensibilidade do exame (MARINHO et al.,
2008).

Apesar da utilizacdo da imuno-histoquimica na rotina de diagndstico anatomopatolégico
ainda ser pontual, nossos resultados demonstram que sua utilizacdo evita a ocorréncia

falsos-negativos. Tal qual ocorre na medicina humana, alguns trabalhos documentam o
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emprego da técnica de imuno-histoquimica para a detec¢do de metastases ocultas, ou seja,
unidades ou pequenos grupos celulares carcinomatosos de dificil visualizacdo nas
coloragdes de rotina (MATOS et al., 2006a) (Figuras 6, 7 e 8).

Vale ressaltar, que ndo se conhece ainda o valor prognosticos das micrometastases para
0s caes, sedimentando ainda mais a importancia do diagnéstico imuno-histoquimica, a fim
de que se acumulem dados precisos que permitam avaliagdes futuras e fornecam estas
informagdes até entdo desconhecidas. (SOBIN & WITTEKIND, 2002;. MATOS et al,
2006b).
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Figura 2: Fotomicrografia evidenciando proliferacdo neoplasica de células carcinomatosas,
acompanhada de proliferacdo e metaplasia condroide tipica (HE, Obj. 10X). Figura 3: Fotomicrografia
onde se observam células carcinomatosas em arranjo sélido (HE, Obj. 20X). Figura 4: Fotomicrografia
de linfonodo sentinela com foco de células neoplésicas metastaticas em arranjo cistico-papilar (HE, Obj.
10X). Figura 5: Fotomicrografia de linfonodo com émbolo neoplasico obstruindo a luz de vaso linfatico
(HE, Obj. 20X). Figura 6: Células metastaticas no linfonodo sentinela exibindo marcagdo forte e
especifica para AE1T/AE2 (DAB, Obj. 20X). Figura 7: Mesmo linfonodo da Figura 8, com células
metastaticas exibindo marcacéo forte e especifica para CK14 (DAB, Obj. 20X).
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Figura 8: Pequeno grupo de células metastaticas em arranjo moruliforme
(<0,2 mm) e dificil visualizacdo pelas técnicas histoquimicas rotineiras,
exibindo marcacdo forte e especifica para AEL/AE3 (DAB, Obj. 40X).

8. CONSIDERACOES FINAIS

A TLS, ao que parece, tem um promissor futuro na oncologia veterinaria, a
exemplo da medicina humana, onde tem se mostrado efetiva na avaliagdo do status
nodal de pacientes com carcinoma de mama.

Mediante a padronizacdo da técnica em cadelas, surgem novas perspectivas
diagnosticas e prognosticas que permitirdo maior conhecimento da biologia dos varios
tipos de carcinoma mamario.

Resta-nos tirar vantagem deste método, permitindo o correto estadiamento
clinicopatoldgico dos nossos pacientes segundo o sistema TNM e contribuindo para
tratamentos mais especificos e precoces, portanto, mais eficazes contra doenca

metastatica inicial.
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9. CONCLUSAO
- Torna-se evidente, portanto, que a BLS pode predizer com eficécia o status nodal da
paciente, mediante a utilizacdo de protocolos simples, tal qual ocorre na mulher.
- Houve a identificacdo de ao menos um linfonodo sentinela em todos os animais
estudados, demonstrando a eficacia do Azul Patente V e possibilidade de utilizacdo
rotineira da técnica.
- Foram encontrados valores de sensibilidade, preditivo positivo e preditivo negativo
similares e por vezes superiores aos descritos na medicina humana, indicando tratar-se,
a TLS, de um método seguro no estadiamento nodal de cadelas com carcinomas
mamarios.
- Apesar da alta sensibilidade encontrada, a utilizacdo exclusiva da coloracdo rotineira
de Hematoxilina & Eosina pode dificultar a identificacdo de células metastaticas

isoladas, conduzindo a diagnosticos falso-negativos.
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ABSTRACT

Recent years have seen the development of extremely accurate techniques for the
removal of lymph nodes, such as the Sentinel Lymph Node Biopsy (SLNB) Technique.
The technique is based on the staggered progression occurring in the lymphatic drainage
of neoplasias, and is currently the main prognostic and diagnostic factor in women
suffering from mammary carcinoma. This research aims at assessing the sentinel lymph
node biopsy accuracy in female dogs suffering from mammary carcinoma. Forty-one
dogs with cytological diagnosis of the tumor were used in the research. After injecting a
patent blue V dye, mastectomy was conducted jointly with lymphadenectomy (for both
sentinel and non-sentinel lymph nodes). The material was then serially sectioned and
microscopically evaluated by routine H&E stain and immunohistochemical study with
the markers for pan-cytokeratin AE1/AE3 and myoepithelial cells CK14. The study
revealed that 46.3% (19/41) of the animals presented nodal metastasis. The sensitivity
and specificity values found for SLNB were respectively 89.5 and 100%, with a kappa
coefficient of 0.90 and p < 0.0001. Therefore, the SLNB technique offers high
sensitivity in the early detection of metastases, allowing higher precision in the staging
of oncological patients and, therefore, offering higher chances of survival.

Keywords: female dog, mammary tumors, metastasis, patent blue, sentinel lymph node
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INTRODUCTION

Nodal metastasis is one of the key prognostic factors in both women and female
dogs suffering from mammary neoplasias, being directly related to survival. In addition,
they represent the first phase of the tumor’s long range spreading.” Analysis of the
lymph nodes is, therefore, one of the most relevant factors for staging mammary
carcinoma in both species.’
Despite awareness regarding mammary lymphosomes, which are regional lymph
drainage sites, several studies have shown that the presence of tumors may significantly
alter the lymphatic direction as animals carrying mammary neoplasia undergo
lymphatic reconfiguration, due largely to the presence of prolymphangiogenic cytokines
in the tumor’s location.?
In the 1970s, the concept of sentinel lymph node (SLN) was introduced for humans,
being defined as the first lymph node in a regional lymph node chain that receives
lymph from a primary tumor. It is, therefore, the first to metastasize and its biopsy
accurately reveals the nodal “status”.
Accordingly, if the sentinel lymph node biopsy (SLNB) does not reveal the presence of
cancer cells, the remaining nodes in the chain will also show a negative result,
indicating the absence of lymphatic metastasis.®’
The absence of metastasis in the SLN of women carrying mammary carcinoma is in
agreement with the results from the remaining regional lymph nodes in almost 100% of
the cases.’
As it is not necessary to remove the whole lymphatic chain, there is almost no risk of a
lymphedema appearing, maintaining the success rates established on the prognosis. In
addition, the SLNB allows an early diagnosis of metastases, aiding the therapeutic
approach and increasing the treatment’s success chances.”
Upon the introduction of this procedure in surgical practice, lymph node
micrometastases started to be more commonly detected. This happens because the
pathologist can focus on inspecting a single or few lymph nodes, resulting on more
thorough searches for metastases. In addition, the smaller quantity of material allows for
a larger number of sections, which increases the diagnostic efficiency of the
technique.’?
This study aims at assessing the accuracy of the sentinel lymph node biopsy technique

in the detection of metastases in female dogs carrying mammary carcinoma.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

Forty and one female dogs were used for this study with no restrictions regarding age,
reproductive status and breed. The patients were evaluated by anamnesis, physical
examination, complete blood count, biochemical hepatic and renal profile, chest
radiography, abdominal ultrasound and fine-needle aspiration of the mammary tumors.
The selection criteria were the absence of abnormalities in the aforementioned

examinations and absence of treatments with progestogens (or other hormones).

Cytopathological Evaluation of the Neoplasia

All tumors underwent fine-needle aspiration cytology (FNAC) as per the technique
described by Raskin & Meyer.'

From the material collected, four microscope slides were mounted for each sample,
three of which underwent dry fixation in 95% methyl alcohol for five minutes and
stained according to Giemsa’s method. The remaining slide was fixated in 95% ethyl
alcohol and then stained following Papanicolaou’s technique.

The neoplasias were classified by optical microscopy according to the nuclear
cytomorphological and cytoplasmatic malignancy criteria described by Raskin &
Meyer.!!

Only animals with a cytological diagnosis of mammary carcinoma were selected for the

next stages.

Identification of Sentinel Lymph Nodes

The tumors were divided into equal quarters. During the preoperative, one quarter of the
total volume of Patent Blue V 2.5% (Guerbert®) was administered in the superficial
intradermal peritumoral region at a concentration of 2 mg/kg.*? After five minutes, the
lymphatic drainage system of each tumor was identified by a visual inspection of the
skin, characterized by a blue color in the superficial dermal lymphatic vessels. The
drainage routes were visualized and anatomical location corresponding to the sentinel
lymph node (SLN) was identified (Figure 1). The indicated location underwent a simple
incision for direct visualization of the SLN stained in blue. All marked SLNs underwent
lymphadenectomy followed by unilateral mastectomy. The sentinel lymph nodes and
the mammary lymph node chain were identified and fixated in a 10% formaldehyde

solution for 48 hours.
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Sample Processing

The representative areas for each tumor were collected according to Cassali et al.®
Thereafter, a thorough inspection of the surgical piece was conducted, focusing on the
surrounding adipose tissue and aiming at identifying the remaining lymph nodes.
Initially, the lymph nodes were transversally cleaved in standardized intervals of 2 mm
across their whole extension, as per the technique described by Schuman et al.** The
fragments were then set in individual histological cassettes, undergoing dehydration,
clearing and paraffin inclusion.™

The blocks were then serially sectioned resulting in eighteen 4um slides. For each
section selected for the study, the following 10 sections were discarded, as advocated by
Schuman et al.**

The sections selected for the study were serially numbered from 1 to 15. Sections 4, 8
and 12 were made in duplicate for the immunohistochemical study described below.
The remaining sections were stained by Hematoxylin and Eosin.

Under optical microscopy, the lymph nodes were classified as positive (for the presence
of metastasized cells or groups of cells) and negative (for the absence of metastasized
cells or groups of cells).

The largest metastasized area of each lymph node was measured using freeware
ImageJ® and, according to its size, classified as macrometastasis (> 2 mm),

micrometastasis (0.2 — 2 mm) or isolated cells (< 0.2 mm).*

Immunohistochemical Study of Tumors and Lymph Nodes

The antibodies anti-pan-cytokeratin (AE1/AE3, mouse, Dako®, EUA) and anti-
cytokeratin 14 (CK14, mouse, Abcam®, UK) were used, as suggested by Matos et al.'’

The histological sections (test and control) were mounted on microscope slides which
were silanized (Starfrost®) and dewaxed in an oven at 60°C for an hour, undergoing,
then, three xylene baths, each lasting for five minutes.

Afterwards, the sections were hydrated in decreasing concentrations of ethyl alcohol
and washed in running water. The slides were put through antigen recovering triggered
by heat on a citrate buffer (pH 6.0) at 125°C for 30 seconds and then spent 30 seconds
at a Dako Cytomation Pascal® pressure chamber at a temperature of 90°C. They then

cooled at room temperature for 20 minutes.
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The dilutions used were 1:200 for AE1/AE3 and 1:400 for CK14. The slides were
incubated overnight in a moist chamber at 4°C. The detection system used was
Novolink® (Novacastra Laboratories, Newcastle, UK) and the chromogen used was 3,3’
diaminobenzidine (DAB), Dako.

Between each of the aforementioned stages, the sections were vigorously washed with
TRIS base solution of pH 7.4. The nuclear counterstaining was conducted with Harris’

Hematoxylin.

RESULTS

The age group of the dogs in the study varied from 5 to 14 years-old, averaging 10.3
years old.

Two of the dogs in the study presented tumors in more than one mammary gland,
totaling 43 tumors.

Regarding the affected mammary gland, the study noticed a 72.1% (31/43)
preponderance in the caudal abdominal and inguinal pairs.

None of the animals in the study presented any collateral or adverse effect, nor any
complications arising from the dye or from the lymphadenectomy technique.

During the study, 138 lymph nodes were assessed, around 3.4 (2-7 lymph nodes) per
animal. Of those, 42.7% (59/138) were marked by a contrasting material, averaging 1.4
sentinel lymph nodes per animal.

The preferential drainage locations were the subaxillary and ipsilateral inguinal regions,
occurring in 89% of the cases. In 13 (31.7%) animals, the drainage occurred in more
than one location.

In all cases studied, at least one lymph node was found marked in blue.

The rate of animals which presented nodal metastasis by immunohistochemical marking
was 46.3% (19/41), of which 17 were found in sentinel lymph nodes and 2 in non-
sentinel lymph nodes.

The validity of the SLNB technique with exclusive usage of patent blue was determined
by assessing the sensitivity and specificity values, 89.5% and 100% respectively, as
well as positive and negative predictive values, respectively 100% and 91.7%. The
accuracy of the technique was 95.7%, with a kappa coefficient of 0.90 and p < 0.0001.
Compared to the immunohistochemical study, the H&E stain presented sensitivity of

94.7% and specificity of 100% for the detection of nodal metastases sources, accuracy
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of 97.5%, as well as positive and negative predictive values of 100% and 95.6%

respectively.

DISCUSSION

The SLNB technique is the most important breakthrough of recent years in the surgical
treatment of mammary carcinoma in women, as it offers conservative procedures and
high diagnostic accuracy.

Clinical studies comparing radical axillary lymphadenectomy to SLNB show that the
latter is a safe and efficient procedure, minimizing risks and maximizing the detection
of nodal metastases, which is the main predictive factor of systemic diseases.’

In spite of several studies and broad usage in human medicine, the SLNB technique is
still little known in veterinary medicine. From the first studies conducted by Pinheiro et
al." which showed the method’s efficiency for detecting mammary lymph nodes in
female dogs, the technique has been used experimentally in canines, albeit timidly, in
other anatomical locations, such as the vulva and the stomach.*® %

The absence of adverse effects and post-operative complications in this study is in
agreement to what is shown in the literature concerning human females, in which
descriptions of hypersensitivity to the contrasting substance are rare, occurring in about
0.34% of the cases. This fact attests to the superiority of this dye as opposed to other
markings.?*

The preponderance of carcinomas in mixed tumors has also been reported in
epidemiologic studies, occurring together with solid and tubular carcinoma. Cassali et
al.? report an occurrence rate as high as 66% for mixed tumors in canine mammary
neoplasias (Figure 2)

Despite the importance of this entity to the animal, many pieces of information
regarding its development and biology still lie in obscurity.*?

On the other hand, solid carcinomas (Figure 3) are common tumors in dogs, presenting
an aggressive behavior, often spreading the metastasis to distant locations and
presenting low chance of survival without the disease.'* %

The use of unilateral radical mastectomy also allows a thorough macroscopic inspection
of the surgical specimen, aiding in the visualization of milimetric lymph nodes.

In addition, it is know that the presence of a mammary tumor causes a significant local

lymphatic change, as the VEGF-c factor expression by the cancer cells results in a
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reconfiguration of lymph nodes and in the establishment of new drainage sites, as
shown in both humans and canines.?**®

For this reason, it is also possible to mark contralateral lymph nodes or lymph nodes
belonging to different lymph node basins, as observed in 13 animals involved in the
study, involving the cranial abdominal, caudal abdominal and inguinal mammary
glands.

This has been noted by several authors, who point to the increase of this occurrence in
the cranial abdominal mammary gland, where there are lymphatic anastomoses, which
results in an increased metastasis risk.”” 8

These findings are in agreement with reports by Szcubiah & Lopuszynski®’, which note
a classical drainage pattern, possessing predetermined drainage sites, such as the
lymphosomes. In their study, however, no dye or contrast was used, considering only
the topographic correlation between neoplasia and lymph node as a lymphadenectomy
parameter.

When a parallel is made with studies conducted in human females, our research found a
larger number of sentinel lymph nodes than what is described in the literature. This can
be justified by the intersections of lymphatic canaliculi that exist between the five
mammary glands, which results in a larger drainage area and, therefore, in a larger
number of stained lymph nodes.>?

The presence of metastasized cells in non-stained lymph nodes is also reported in
women. These cases are associated to the later stages of the lymphatic spreading, in
which the cellular proliferation blocks the lymphatic flow, making it impossible for the
marker to reach the drainage site (Figures 4 and 5), as observed in one of our study’s
cases.®

The observed lymph node positivity rate was higher than the one reported in the
literature. Recent studies report a positivity rate of 28.8%.

According to Matos et al.* the low rate of nodal metastases is related to mistakes in
locating the lymph nodes to be drained as well as to using inadequate histological
techniques for metastasis research, which is one of the main factors for the difficulty in
establishing a prognosis for animals with mammary cancer.

Despite the lack of consensus regarding the best technique for anatomopathological
analysis of the lymph nodes, the inclusion of the whole piece, coupled with the serial
sections, allows for the inspection of a larger nodal area, which increases the

examination’s sensitivity.
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Even though the usage of immunohistochemical studies in the anatomopathological
diagnosis routine is still low, our study show that its use avoids the occurrence of false-
positive results. As happens in human medicine, some studies report the use of the
immunohistochemical technique for detecting hidden metastases or, in other words,
small cancer cell groups or units which are hard to be seen in common stains.*’ (Figures
6and 7)

It is worth noting that the prognostic value of micrometastases for dogs is still unknown,
further solidifying the importance of the immunohistochemical diagnosis so that precise

data is gathered for future evaluation, providing hitherto unknown information.*”*

CONCLUSIONS

Therefore, it is evident that the SLNB is capable of efficiently predicting the nodal
status of the patient by means of a simple protocol, as happens in humans.

At least one sentinel lymph node was found in each animal participating in the study,
which attests to the efficiency of Patent Blue V and to the possibility of frequent use of
the technique.

The values found for sensitivity, positive predictive value and negative predictive value
were similar, and sometimes superior, to those described in human medicine. This
indicates that the SLNB technique is a safe method for nodal staging of female dogs
carrying mammary carcinoma.

Despite the high sensitivity found in the study, the exclusive usage of routine
Hematoxylin & Eosin stain may make it harder to identify isolated metastasized cells,

which leads to false-negative diagnoses.
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FIGURES AND LEGENDS

Figure 1: Injection site of vital dye Patent Blue V 2.5% (Guerbert ®) (arrow).
Note the drain region, below the inoculation site toward sub-axillary region
(arrowhead).
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Figure 2: Photomicrograph showing neoplastic proliferation of carcinomatous cells and typical chondroid
metaplasia (HE, 10X Obj). Figure 3: Photomicrograph showing carcinomatous cells which are observed
in solid arrangement (HE, 20X Obj). Figure 4: Photomicrograph of sentinel lymph node metastatic focus
of neoplastic cells in papillary cystic arrangement (HE, 10X Obj). Figure 5: Photomicrograph of lymph
node neoplastic cluster obstructing the lumen of the lymphatic vessel (HE, 20X Obj). Figure 6: metastatic
cells in the sentinel lymph node showing specific staining for AEL/AE2 (DAB, 20X Obj). Figure 7:
metastatic cells showing specific staining for CK14 (DAB, 20X Obj).
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