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BURINI, C.H.P. Associacdes do indice de proliferacdo e de apoptose celular com
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e histopatoldgicas do cancer mamario de
cadelas sem raca definida.Botucatu, 2007. 126p. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria — Clinica Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

Com o objetivo de caracterizar pelo método histolégico e imunoistoquimico
0 cancer de mama de cadelas sem raca definida (SRD) foram estudados 40
animais com distribuicdo uniforme nos estagios I, Il, Ill e IV da doenga. Todos 0s
animais foram submetidos a anamnese, exame fisico e complementares
(Citopatoldgico, Raio x, Ultra Som) para o estadiamento clinico do cancer (TNMc),
amostra histolégica da lesdo para caracterizacdo do tipo de tumor e amostra
imunoistoquimica para determinacdo molecular das células em apoptose (caspase
3) e proliferacdo (PCNA). A amostra foi caracterizada com predominancia de idade
acima de seis anos (92,5%), obesos (57,5%) com ingestdo de dieta mista (80%)
caseira-industrial. 80% das cadelas ja tiveram cria, apresentando pseudogestacao
(40%), tumoragdo das mamas inguinais (70%), em ambas as cadeias, com
nédulos multicéntricos (82,5%) de incidéncia bilateral (60%), prevalecendo
nédulos de tamanho inferior a 2cm de didmetro (37,5%). Prevaleceu o carcinoma
simples (70%) em relacdo ao carcinoma complexo (30%). Os animais com
carcinoma simples apresentaram caracteristicas de porte grande (50%),
obesidade (57%), cios regulares (89%) e multiparas (82%) e prevaléncia idéntica
entre os estadiamentos clinico (70%). O estadio mais grave (IV) esteve associado
aos animais com idade média de 8 anos, auséncia de obesidade (60%). A
imunomarcacdo de PCNA e caspase-3 ndo apresentou diferenca significativa
entre os tipos de tumor, suas caracteristicas clinicas e grau histolégico, no entanto
a caspase-3 teve associacdo significativa entre o estadiamento clinico (I<Ill e
[I<Ill) e presenca de ulceracdo tumoral (P<0,049).
Unitermos: c&o, cancer mamario, estadiamento clinico, histopatologia,

imunoistoquimica.



BURINI, C.H.P. Clinical, epidemiological and histopathological association with
PCNA and apoptose breast cancer cell index of mongrel bitches. Botucatu, 2007.
126p. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria — Clinica Veterinaria) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

The severity of breast cancer in mongrel animals is not defined yet in its
clinical, histologic and imunoistoquimical associative aspects. With the aim to
establish that characterization we studied 40 bitches, 3-15 years old, mixed breed
attended at the U. Vet. Hospital ambulatories in compliance with current ethical
and pathological rules. The animals were alloted according to their clinical stage in
groups stage |, Il, Il and IV with 10 animals each. After physical examination and
lifestyle records. The tumor nodules were evaluated macro-and-microscopically,
the later through histopathologicaly and imunoistopathologicaly. From these data
the animals were classified as predominantly up to six years old (92,5%), obese
(57,5%), presenting simple carcinoma (CS) more frequent (70%) than complex
carcinoma type (30%). 80% of the animals wasan’t nuliparus, showing
pseudopregnancies (40%), having multicentric nodules (82,5%) sizing less than
two cm diameter (37,5%), located inguinally (70%) in both side mammary chains.
The immunohistochemistry label for PCNA and caspase-3 were not associated
with tumors type, clinical aspects and histological grade, however only caspase-3
had significant association with clinical stage (I<IIl and II<IIl) and tumors ulceration
(P<0,049).

Key words: bitches mammary gland cancer, clinical stages, histopathology,

immunohistochemical.



INTRODUCAO

Na cadela, as neoplasias mamarias representam as lesées tumorais mais
frequentes, praticamente em todas as partes do mundo (MOULTON, 1990;
MISDORP et al., 1999). No periodo de janeiro de 1997 a dezembro de 2005 foram
diagnosticados no Servico de Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario FMVZ-
Unesp de Botucatu 1204 casos de neoplasia mamaria canina, 1198 (99,5%)
acometeram as fémeas, sendo 1119 (92,7%) desta considerada maligna, das
guais 585 (48,5%) foram em animais sem raca definida (SRD) (BURINI et al.,
2006).

As caracteristicas biolégicas de um tumor sdo importantes para estimar o
prognéstico da sua evolucdo e a conduta terapéutica apropriada. Essas
caracteristicas podem ser  dimensionadas por  critérios  clinicos,
cito/histopatolégicos,  imunoistoquimico e  bioquimico-moleculares, com
metodologias nem sempre padronizadas e classificacbes de gravidade nem
sempre consensuais.

Considerando-se a raridade do uso associado desses indicadores em
animais e a inexisténcia de informagdes deste tipo em cancer de mama de
cadelas Sem Raca Definida (SRD) de diferentes portes, realizou-se o trabalho
anterior (BURINI, 2002). Dentre os resultados obtidos verificou-se que alteragbes
bioquimicas pro-oxidantes e obesidade estavam relacionadas as formas clinicas
menos grave da doenca enquanto que as alteracdes bioquimicas de caguexia com
as formas mais graves.

Pretende-se agora associar a gravidade da doenca, pelos critérios clinico
(TNMc) e histopatolégico, com os indicadores moleculares da apoptose e
proliferacéo celular (caspase 3 e PCNA) determinados no tecido neoplasico. Para
tanto, foram estudadas 40 cadelas portadoras de cancer de mama, SRD atendidas
no Hospital Veterinario (HV) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
Unesp/Botucatu, devidamente triadas e eticamente manipuladas. A classificacéao
do tipo de cancer e o estadiamento da doenca foram associados, estatisticamente,

as alteracdes imunoistoquimica do cancer mamario de cadelas SRD.



REVISAO DE LITERATURA

Medicina Comparada

Os tumores mamarios espontaneos dos canideos apresentam varias
caracteristicas epidemiologicas, clinicas, bioquimicas e bioldégicas semelhantes
aos da espécie humana, motivo pelo qual vém sendo utilizados como modelos
para o conhecimento dos varios aspectos da carcinogénese mamaria humana
(SCHINEIDER, 1970; STRANDBERG, 1974; O'BRIEN, 2000; MARTINS et al.,
2002; CASSALI et al., 2005). Dentre as semelhancas destacam-se a idade do
aparecimento, frequéncia, morfologia, 6rgdos alvo de metastases, evolucao
clinica, presenca de receptores hormonais, o efeito protetor da ovariectomia e o
tratamento cirdrgico (MOULTON, 1990; ZUCCARI et al.,, 2001). Os diversos
métodos de diagndstico também véem apresentando resultados similares entre
ambas as espécies, reforgcando a proposta deste animal como modelo para estudo
da carcinogénese mamaria humana (CASSALI, 2000; BURINI, 2002). Em estudos
anteriores foi mostrado boa associacdo entre os critérios de gravidade clinico e
citopatolégico com os estados protéico-energético e de estresse oxidativo das
pacientes com cancer de mama (BURINI, 2002).

Também foi demonstrado que as neoplasias mamarias de caes apresentam
o fendtipo antigénico comparavel aquele observado em lesGes de mama em
mulheres, como a homologia entre os genes BRCA-1 humano e do cé&o
(MOTTOLESE et al.,, 1994; SZABO et al., 1996). Existem, contudo, diferencas
entre os tumores mamarios do homem e do cdo. Uma das mais importantes diz
respeito a freqiéncia dos tumores complexos mamarios que Sao raros nos
humanos, mas estdo entre os mais frequentes nos caninos (STRANDBERG &
GOODMAN, 1974; CASSALI, 2000).

Em cadelas, foram observados resultados similares aos descritos na
mulher, tanto pela maior expressao do MIB-1 (marcador imunoistoquimico para

avaliar a proliferacdo celular) nos tumores malignos da mama, principalmente



naqueles menos diferenciados, quanto pela correlacdo inversa com a
imunomarcacao para o receptor de progesterona (CASSALI, 2000). Verificou-se
ainda relacdo entre o tamanho do tumor e a expressao de receptores para
progesterona, sendo a imunomarcacdo menor nos tumores maiores que 5cm
(CHIARELLI et al., 2000). Contudo, trabalhos que relacionam os receptores para
esterbides sexuais com o desenvolvimento de tumores mamarios na cadela sao
€scassos.

Em Medicina Veterinaria, grande esforco tem sido realizado na tentativa de
acrescentar aos fatores de prognéstico classicos (tamanho do tumor; presenca de
ulceracdo cutanea; invasdo ganglionar linfatica) novos parametros, de natureza
molecular, que auxiliem a decisdo clinica, a semelhan¢a do verificado em
Medicina Humana. Mas com o aumento da freqiéncia das neoplasias e a
preocupacdo crescente do proprietario em aumentar e melhorar a sobrevida do
paciente tornam necessaria a avaliacdo da eficacia desses procedimentos, a fim
de incorpora-los na medicina veterinaria.

Com isso, 0 propésito deste trabalho foi estudar uma série de tumores
mamarios com o0 objetivo de determinar a importancia prognostica de algumas
caracteristicas clinicas, histolégicas e imunoistoquimica do cancer de mama em
cadelas SRD.

Histoembriologia da glandula mamaéaria

A mama possui amplo espectro de morfologia normal que varia conforme a
fase do ciclo estral, ou de acordo com a fase da vida do individuo; puberdade,
gestacao, lactacdo e involugdo, ou ainda com o efeito de qualquer droga ou
terapia hormonal (HARVEY, 1996; RAHAL et al., 1995; ZAKHOUR & WELLS,
1999).

Os estagios da mamogénese sao definidos pelo desenvolvimento sexual e
reprodutivo da fémea (IMAGAWA et al., 1994). O principal desenvolvimento pés-

fetal € simultdneo a puberdade, sob a influéncia dos hormdnios ovarianos



estrogénios e progesterona (ROSS et al.,, 1993; BURKITT et al., 1994
SILVERMAN, 1996; ZUCCARI et al., 2001).

Na formacéo alveolar, as células mioepiteliais ndo proliferam na mesma
propor¢do que o epitélio secretor, permitindo contato direto entre este e a
membrana basal, ou seja, a acdo estimuladora desempenhada pelo estroma
torna-se efetiva sobre as préprias células secretoras (GETTY, 1981; EVANS &
CHRISTENSEN, 1993; BURKITT et al.,, 1994; DYCE et al., 1996; PARK &
JACOBSON, 1996; SILVERMAN, 1996; ZUCCARI et al., 2001).

Os carnivoros domeésticos ndo entram em menopausa, € as mamas
continuam sujeitas as influéncias hormonais até idade avancada (ZUCCARI et al.,
2001).

CANCER DE MAMA

Epidemiologia

De acordo com dados estatisticos obtidos da casuistica nacional é possivel
caracterizar a elevada incidéncia de tumores mamarios. Estas lesbes
representaram aproximadamente 52% de todas as neoplasias na fémea canina
(SCHNEIDER, 1970; BRODEY et al., 1983; WITHROW & MacEWEN, 1996). Os
estudos desenvolvidos com o objetivo de conhecer a propor¢cdao de tumores
mamarios benignos e malignos tém conduzido a resultados diferentes, embora
algumas fontes descrevam que aproximadamente 50% dos tumores em cées sao
malignos. Entretanto, na literatura pode-se encontrar uma disparidade de dados
no que se refere a prevaléncia dos tumores malignos, com valores superiores a
70%. Talvez isto possa ser explicado, em parte, pela dificuldade encontrada em
proceder ao diagndstico diferencial entre neoplasias benignas e malignas da
mama de cadelas, possivelmente devido a falta de uniformidade nos critérios de
distincdo entre os dois tipos de lesbes, sobretudo no caso de tumores do tipo
complexo (CASSALI, 2000; BURINI, 2002).



Os tumores mamarios acometem com maior freqiéncia fémeas entre 10 e
11 anos de idade, sendo rara em animais com menos de 5 anos de idade
(WITHROW & MACEWEN, 1996).

A principio ndo existe predilecdo racial, mas alguns trabalhos apontam as
racas Poodles, English Spaniel, Brittany Spaniel, English Setter, Pointer, Fox
Terrier, Boston Terrier e Cocker Spaniel como predisponentes. Os animais das
racas Boxer, Grey Hounds, Beagles e Chihuahuas apresentaram menor risco de
desenvolverem neoplasias mamarias (MEUTEN, 2002; RUTTEMAN et al., 2001).

Etiologia

O aparecimento de tumor maligno resulta de uma série de eventos
diferentes, gerando uma célula transformada (GATENBY & FRIEDEN, 2002).
Dentre os estimulos iniciais dessas; amplificacdes, mutacdes, translocacoes,
delecdes e desregulacao génica figuram as acdes de radiacdes ionizantes, virus,
hormonios e radicais livres. Dentre esses agentes, 0 viral e a radiacdo sdo pouco
consensuais (ZUCCARI et al., 2001).

As células dos tumores malignos apresentam genes que se expressam de
modo instavel e diversificado com consequente desregulagdo da diferenciacdo
celular. Ha geralmente, o envolvimento de trés classes de genes, 0s proto-
oncogenes, 0S genes oncossupressores e 0s genes que regulam a apoptose. A
transformacéo induzida por substancias quimicas metabolizadas no organismo ou
no interior de determinadas células produz reagentes que causam danos ao DNA
induzindo a muta¢gbes somaticas, como € o caso dos genes mutados BRCA-1,
BRCA-2 e p53 do tumor de mama (LESLIE & HOWARD, 1992).

Do ponto de vista genético as neoplasias mamarias em humanos
manifestam-se como esporadicas, familiares ou hereditarias. A forma esporadica
resulta de mutacdo cromossémica em individuos até entdo sem pré-disposi¢do a
doenca. Na forma familiar a doenca esta presente em dois ou mais individuos
parentes em primeiro ou segundo graus. Por fim, a forma hereditaria é

caracterizada por padrao autossdomico dominante de transmissdo, o que determina



alto risco e precocidade etaria ao diagnostico. Em cadelas, a forma hereditaria de
neoplasia mamaria € maior em racgas definidas como Pointers, Retriviers, English
Setters e Spaniel, Poodles, Boston Terriers e Daschunds (MOULTON, 1990).

A dieta figura entre os principais responsaveis pela etiologia e prevencao do
cancer, sendo a principal rota de exposicdo dos animais aos carcindgenos
guimicos (GREENWALD, 1999; GREENWALD et al., 2001). Dietas contendo
elevados niveis de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) podem favorecer seu
acumulo nos tecidos, tornando-os mais vulneraveis para a peroxidacdo lipidica,
especialmente se a peroxidagdo superar o mecanismo antioxidante (WANDER et
al., 1997; OBERLEY, 2002; BURINI, 2002; BURINI et al., 2004). Adicionalmente,
gorduras saturadas sao proé-inflamatoérias e imunossupressoras enquanto que as
insaturadas ndo. Destas ultimas, os acidos graxos 6mega-3 sado anti-inflamatorios
e imunoestimulantes, diferentemente dos acidos graxos 6mega-6 (DAS, 2001).

No que se refere & dieta PELETEIRO (1994); PEREZ et al. (1998) e
SOREMNO (1998) concluiram que o risco de desenvolvimento de neoplasias
mamarias pode estar ligado a fatores nutricionais 0s quais interagem ja nos
primeiros meses de vida. Os pesquisadores constataram que a obesidade no
primeiro ano de vida, assim como um ano antes do diagndstico pode predispor as
fémeas as neoplasias.

A alimentacao caseira, principalmente a alta ingestdo de carnes bovinas e
suinas apresentou correlacao positiva com o desenvolvimento tumoral em cadelas
(FIDLER & BRODEY, 1967; FERGUSON, 1985).

Cada vez mais estudos clinicos, epidemioldgicos e experimentais mostram
o envolvimento das espécies reativas de oxigénio (ERO) nos processos
neoplasicos (BURINI, 2002; HEATON et al., 2002). As ERO sao potencialmente
capazes de oxidar proteinas, lipidios, organelas citoplasmaticas e materiais
genéticos. Tém-se postulado que estas alteragbes poderiam propiciar o
aparecimento de alteracdo celular neoplasica (GALIZIA & WAITZBERG, 2001;
OBERLEY, 2002).

As hipéteses mais citadas sobre a etiologia dos tumores mamarios referem-
se a obesidade e a atividade hormonal (SCHNEIDER et al., 1969;
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SONNENSCHEIN et al., 1991; MORRISON, 1998; ZUCCARI, et al., 2001). Os
autores acima descritos sdo unanimes em afirmar que alguns tumores mamarios
sdao hormoénio-dependentes. A hip6tese do envolvimento hormonal na etiologia
dessas neoplasias tem sido a mais aceita, pois 0s pesquisadores constataram que
0 risco de desenvolvimento de tumores maméarios € de 0,5% em fémeas
esterilizadas antes do 1° estro. Este risco € de 8% e de 26% em fémeas
submetidas a ovariohisterectomia ap6s o 1° e 2° ciclo estral, respectivamente.
ZUCCARI et al. (2001) citaram que em pesquisas realizadas na Califérnia (EUA)
foi observado que as fémeas da espécie canina nédo esterilizadas cirurgicamente,
apresentaram incidéncia de tumores mamarios 4 a 7 vezes maior quando
comparadas as fémeas submetidas a ovariosalpingohisterectomia. Em
decorréncia disso, atualmente preconizasse a esterilizacdo cirdrgica precoce,

antes do primeiro estro, em fémeas da espécie canina.

Estado endocrino/Carcinogénese hormonal

Os hormoénios estdo dentre os varios fatores indutores ou promotores da
carcinogénese. Sejam enddgenos ou exdgenos, eles estimulam a proliferacdo
celular predispondo as alteragcbes genéticas (HENDERSON et al.,, 1988;
HENDERSON & ROSS, 1996; HENDERSON & FEIGELSON, 2000). Mas, ainda
h& controvérsias sobre a génese das neoplasias horménio-dependentes. Postula-
se gque na carcinogénese hormonal, diferente daquela induzida por virus ou
agentes quimicos, a proliferacdo celular ndo necessita de um agente iniciador
especifico.

Os hormdnios induzem proliferacdo celular com conseqientes mutagcdes
genéticas que dardo origem a célula neoplasica (MEUTEN, 2002). No entanto,
para CARRENO et al. (1999), a participa¢do dos hormonios na carcinogénese se
restringe a proliferacao das células ja transformadas por outros carcinégenos. Os
genes especificos envolvidos na progressao das neoplasias hormdnio-
dependentes permanecem desconhecidos, contudo, acredita-se que 0s

oncogenes, 0S genes supressores tumorais e os genes do reparo do DNA estejam
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envolvidos na carcinogénese hormonal, principalmente naquela induzida pelos
esterdides sexuais (GUYTON, 1991; HENDERSON & FEIGELSON, 2000).

As neoplasias hormonio-dependentes podem originar-se de mutacdes
genéticas resultantes da proliferacdo de células normais ou da multiplicacdo de
células ja transformadas por outros carcindgenos. Alguns horménios e drogas anti-
hormonais estdo sendo utilizados com sucesso no tratamento dessas neoplasias
em humanos (SILVA et al., 2004). Apesar da frequéncia elevada das neoplasias
hormonio-dependentes nos animais, seu tratamento com antagonistas hormonais
e farmacos anti-hormonais, bem como a identificacdo imunoistoquimica de
receptores hormonais nas neoplasias ndo fazem parte da rotina dos hospitais
veterinarios (CASSALLI, 2000).

O estilo de vida da sociedade moderna contribui para aumentar a exposicao
da populacdo a alguns fatores ambientais, nutricionais, quimicos e hormonais
potencialmente carcinogénicos. E claro que a interferéncia do homem nos héabitos
alimentares dos animais e no seu ambiente também o coloca sob 0 mesmo risco.
Talvez essa seja uma das explicacdes que equivale no homem e nos animais
(MOULTON, 1990). Na oncologia, é necessario ir aléem do diagnéstico e buscar
informacgbes sobre o progndstico e a terapéutica mais eficiente para a neoplasia
em questdo. No cancer de mama humano, a imunomarcacao de receptores para
estrogeno e progesterona auxilia na escolha do tratamento. Mas, as chances de
sucesso também estdo relacionadas com o diagnéstico precoce jA que as
neoplasias decorrentes dos desequilibrios hormonais, na sua fase inicial, ainda
sdo hormdnio-dependentes com melhor progndstico em comparagcdo aquelas que
ja adquiriram independéncia hormonal (NORMAN & LITWACK, 1997).

Em cées e gatos, a progesterona exogena estimula a sintese de hormonio
do crescimento na glandula mamaria com proliferacdo I6bulo-alveolar e
consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretérios, induzindo a
formacédo de nddulos benignos em animais jovens (MOL et al., 1997; RUTTEMAN
et al.,, 2001; MEUTEN, 2002). O estrégeno estimula o crescimento ductal.

Entretanto, o risco de desenvolvimento de neoplasias malignas tem sido
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observado na administracdo continua e em altas doses de estrogeno associado a
progesterona (MORRISON, 1998; RUTTEMAN et al., 2001).

Receptores para estrégeno, progesterona, andrégenos, prolactina e para o
fator de crescimento epidermal ja foram demonstrados nos tumores de mama de
cadelas, havendo também a coexisténcia desses receptores numa mesma
neoplasia (MEUTEN, 2002).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que a administracdo de esterdides
ovarianos ou derivados sintéticos aumentou a formacéo de tumores mamarios nas
cadelas (RUTTEMAN, 1990). A incidéncia de neoplasia maméaria benigna
aumentou apés o0 tratamento com progestagenos exdgenos nas cadelas
(MISDORP, 1988).

Acredita-se que exista relacdo entre 0 numero desses receptores e a
capacidade proliferativa das células neoplasicas (COSTA et al., 2002). Na cadela,
€ elevada a proporcdo de tumores benignos da mama positivos para receptores
de estrogeno e progesterona. Ao contrério, apenas uma parte das neoplasias
malignas apresentam esses receptores e em concentragcdes menores (CASSALI,
2000; GERALDES et al., 2000), pois com a progressao do tumor e aumento da
malignidade ocorre reducdo da dependéncia hormonal e maior autonomia das
células neoplasicas (MENDONCA et al.,, 1992; GERALDES et al., 2000). Além
disso, ha correlacéo inversa entre o nimero de receptores para estrégeno com a
atividade da glucose-6-fosfatase e da 6-fosfogluconato-desidrogenase, enzimas
conhecidas por estarem relacionadas com a malignidade das células neoplasicas
(NERURKAR et al., 1990).

Em 1994 evidenciou-se a produ¢cédo de hormonio do crescimento (GH) nas
glandulas mamarias, estimulado pela progesterona. Essa descoberta iniciou
investigacdes a respeito dos efeitos biolégicos do GH mamario sobre a glandula
mamaria dos cées; mais especificamente a relacdo do GH mamario na biologia da
glandula, durante a fase latea do ciclo ovariano. Além disso, desde que o0s
progestagenos foram associados ao aumento da incidéncia de tumores mamarios
nos caes a questdo discutida foi se o GH mamario poderia mediar os efeitos
tumorogénicos da (vanGARDEREN & SCHALKEN, 2002).
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Tanto a progesterona endégena como a exogena pode estimular producéo
excessiva de GH nas cadelas. Essa producdo de GH pelas mamas nao é
exclusiva dos caes; é também observada em amostras de tecido mamario normal,
lesGes benignas e malignas na mulher (MOL et al., 1996).

O efeito promotor da progesterona, sobre o tumor mamario nas cadelas,
depende de seu efeito estimulador sobre o horménio do crescimento - GH. A
progesterona aumenta a producdo de GH nos caes; o que permanece incerto é se
a producao elevada de GH é o fator responsavel pela indu¢cdo do tumor mamario
ou se representa apenas um efeito secundario da progesterona, sem relacdo com
o fator promotor tumoral primario associado a esse horménio. (RUTTEMAN,
1990).

Receptores para estrégeno (ER), progesterona (PR) e para prolactina (PRL-
R) estdo presentes no tecido mamario normal das cadelas. Tumores mamarios
benignos mostram positividade para ER, PR e PRL-R; ao contrario neoplasias
primarias malignas apresentaram baixas concentracbes desses receptores
(HENDERSON et al., 1988; RUTTEMAN, 1990; MILLER, 1991). O envolvimento
da prolactina no tumor de mama nas cadelas € incerto. O niumero de receptores
descoberto nos tumores de mama benignos ndo € mais alto do que no tecido
normal, e somente 30% dos tumores malignos apresentam receptores para
prolactina (RUTTEMAN, 1990; MISDORP, 1988).

A descoberta que os niveis de ER, PR e PRL-R nos tumores mamarios
malignos e nas metastases sdo mais baixos do que na glandula normal e nas
lesbes benignas, indicam uma perda do controle da funcdo génica para esses
receptores (RUTTEMAN, 1990; MISDORP, 1988).

O crescimento do tecido mamario normal e/ou neoplasico é estimulado ndo
s6 pelos hormdnios esterbides, mas também por fatores de crescimento, como o
fator de crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento transformador
(TGF-a). Tem sido sugerido que a expressdo dos genes que controlam esses
fatores de crescimento, ou seus receptores, nas células "transformadas" poderiam
resultar em um crescimento seletivo e escapar de um mecanismo de controle
normal (MOL et al., 1996).
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A glandula mamaria é um dos orgaos mais dindmicos do organismo e tanto
a divisdo celular como a morte celular programada, apoptose, sédo altamente
controladas (MOL et al., 1996).

Um dos controladores mais importantes da divisdo celular nos mamiferos é
representado pelo eixo hipofise — GH / figado (fator de crescimento semelhante a
insulina - IGF-1) (HENDERSON & ROSS, 1996).

O risco de desenvolvimento do cancer de mama é essencialmente
determinado pela intensidade e duracdo da exposi¢do do epitélio mamario a acao
conjunta da prolactina e do estrégeno (KOJIMA et al., 1996). Aparentemente a
prolactina facilita a acdo mitdtica do estrégeno, aumentando o nimero de seus
receptores. Mas a possibilidade da prolactina estimular a atividade mitética das
células do epitélio maméario ndo pode ser afastada (MULDOON, 1981). O
estrogeno promove o crescimento celular por estimular a liberacdo do fator de
crescimento tumoral alfa e fator de crescimento semelhante a insulina (NORMAN
& LITWACK, 1997).

Existem evidéncias entre altos niveis do fator de crescimento semelhante a
insulina ligado a proteina-3 (IGFBP-3) com pior prognostico em carcinomas
invasivos mamarios na mulher, sugerindo seu potencial mitogénico (VESTEY et
al., 2005).

A progesterona induz modificacdes importantes na glandula mamaria,
criando um ambiente altamente proliferativo no interior da mama. Concentragdes
elevadas de GH, juntamente com niveis crescentes de IGF-1 e Il, estimulam o
recrutamento das "stem cells", seguida pela proliferacdo e diferenciacao celular
como observada em outros tecidos. Alteracédo da fase de proliferacdo da glandula
mamaria pode provocar a formacgédo de tumores malignos e benignos (MOL et al.,
1996; vanGARDEREN & SCHALKEN, 2002).

Progesterona, GH, e IGF-I ttm um papel essencial em tornar a glandula
mamaria mais susceptivel aos fatores carcinogénicos indutores de mutacdes,
resultando no desenvolvimento do tumor ou estimulando o crescimento de

tumores j4 estabelecidos (MOL et al., 1996).
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Durante a fase latea do ciclo ovariano, a glandula mamaéaria € caracterizada
por proliferacdo transitoria e diferenciacdo das células epiteliais. A sugestdo que o
GH mamario estimulado pela progesterona, possa mediar essa proliferagéo,
associada a progesterona representa uma hipotese (MOL et al., 1996; van
GARDEREN et al., 1997).

Como representagdo do ciclo ovariano caracterizando as modificagbes
morfologicas do tecido mamario, tém-se: a fase inativa do tecido mamario que
coincide com a fase de anestro do ciclo ovariano, nessa fase o tecido mamario
consiste principalmente de ductos; o estagio de proliferacdo do tecido mamario,
gue corresponde a fase latea do ciclo, a mama é caracterizada por um
crescimento nodular dos ductos, esse crescimento € representado por uma
populacdo de células epiteliais que se proliferam transitoriamente; a fase de
diferenciacdo onde essa populacdo celular se transforma em tecido glandular
I6bulo/alveolar, com capacidade de sintese protéica e o0 estagio de regressao,
onde a estrutura alveolar involui por apoptose das células epiteliais, as quais sao
ingeridas pelos macréfagos e/ou células vizinhas (van GARDEREN & SCHALKEN,
2002).

Receptores para horménios tireoidianos também ja foram observados na
glandula mamaria normal e neoplasica, sugerindo a participacdo dos horménios
da tiredide no cancer de mama da mulher (NOGUEIRA & BRENTANI, 1996). No
hipotireoidismo, o aumento da secrecao de prolactina tem sido incriminado como

um dos fatores que agravam o prognaostico da neoplasia mamaria (SMYTH, 1997).

Tipos de cancer mamario

Os adenocarcinomas mamarios sdo neoplasias epiteliais dos ductos
mamarios maiores, dos ductos interlobulares, dos ductos intralobulares e dos
alvéolos. Compreendem trés padrdes de proliferacdo: acinar, tubular ou papilar,
dependendo do arranjo que as células neoplasicas apresentem, embora
habitualmente, seja possivel observar varios padrdes em diferentes locais de uma

mesma neoplasia. Além disso, proliferacbes mioepiteliais em matriz
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condromucinosa — que caracterizam as formagdes complexas — também podem
ser observadas. Os tumores mistos, por sua vez, apresentam proliferacdo de
células mioepiteliais, a semelhanc¢a dos tipos complexos de adenocarcinoma mas,
nesse caso, estas células se diferenciam em ilhas de tecido cartilaginoso e/ou
0sseo podendo, inclusive, apresentar medula hematopoética (MISDORP et al.,
1973; ZEZZA NETO, 1997).

Carcinoma in situ € frequentemente multicéntrico e ndo € geralmente
visivel. Pode ser parte de lesbes fibrocisticas ou encontrado acidentalmente
préximo a carcinomas invasivos e outros tipos de tumores. O carcinoma nao
invasivo tipo simples sdo freqientemente encontrados em cédes. Nao ha relatos
sobre a versdo nao invasiva do tipo complexo. As células tumorais ndo invadem a
membrana basal e podem ter varias apresentacbes: cribriforme, sélido,
eventualmente com necrose central (comedo). A diferenca entre carcinoma in situ
e hiperplasia tipica ou atipica pode ser dificil, especialmente para aqueles de
células pequenas (MOULTON, 1990).

O carcinoma complexo é relativamente comum em caes. Geralmente sdo
tumores lobulados, composto por células epiteliais e mioepiteliais (TAVARES et
al., 2006). O epitélio luminal pode ter apresentacdo tanto tubulopapilar como
também sdlida. Pode ocorrer metaplasia escamosa em alguma porcao. O tipo
fusiforme de células mioepiteliais sdo freqientemente arranjados de forma
reticulada. A substancia mucéide intercelular ocasionalmente encontrada deve ser
diferenciada de cartilagem imatura que € encontrada nos carcinossarcomas, 0S
guais sao caracterizados pela presenca de células entremeadas em lacunas de
matriz cartilaginosa e/ou 0ssea (ABURTO et al., 1997; ZEZZA NETO, 1997). O
crescimento expansivo € comum, e a invasdo junto aos vasos linfaticos é rara
(10%). Diferenciar carcinoma complexo bem diferenciado de adenoma complexo
pode ser dificil. Auséncia de capsula, crescimento infiltrativo, alta celularidade,
necrose e elevados indices de mitose sdo indicativos de malignidade, tempo
médio de sobrevida de 10 meses (MEUTEN, 2002; TAVARES et al., 2006).

Carcinoma simples, ou o também chamado adenocarcinoma, é a neoplasia

maligna mamaria mais comum nas cadelas. E composto por células do tipo
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epitelial, a qual apresenta forte tendéncia para infiltrar para os tecidos e vasos
adjacentes (acima de 50%) (SCHMITT, 2000). A quantia de estroma pode variar
consideravelmente, e a presenca de linfocitos peritumorais sdo comuns, mesmo
com associacdo de necrose ou ndo. Baseado em sua diferenciacdo e
comportamento biologico, pode ser graduado em termos com aumento de
malignidade em : tubulopapilar, sélido ou anaplasico. A sobrevida média é de 10-
12 meses (BRODEY et al., 1983; FERGUSON, 1985; BREARLEY, 1989;
MOULTON, 1990; WITHROW & MacEWEN, 1996).

Carcinoma tubulopapilar € caracterizado pela formacéo de tubulos com ou
sem projecdes papilares. Nos cdaes, carcinomas tubulares podem estar
acompanhados por proliferagdo marcante de fibroblastos estromal no tumor
primario ou na metastase. O componente estromal é usualmente escasso no tipo
papilifero, o qual ocorre com freqiéncia. Uma variante especial é o tipo papilar
cistico, o qual € usualmente bem demarcado e pode ser de dificil diferenciacédo de
lesbes benignas como a hiperplasia ductal papilomatosa. Metdstase de lesdes
papilares cisticas bem diferenciadas para linfonodos regionais ja foram relatadas
(MEUTEN, 2002).

No carcinoma sélido as células tumorais sao arranjadas em “folhas”,
“cordas” ou ninhos solidos. Alguns sdo compostos por células com citoplasma
vacuolizado, possivelmente de origem mioepitelial. A quantia de estroma varia de
pouco a moderada (BREARLEY, 1989; MOULTON, 1990).

O carcinoma inflamatério € caracterizado por seu rapido crescimento,
associado a eritema intenso, calor, dor e edema. O desenvolvimento do tumor,
gue se apresenta como uma massa firme e pouco circunscrita da-se sob forma de
placas que podem se distribuir indeterminadamente sobre a superficie corporea do
animal de maneira rapida e difusa. Essa massa mantém-se bem aderida ao foco e
pode inclusive, apresentar-se ulcerada (BRODEY et al.,, 1983; WITHROW &
MacEWEN, 1996).

Freqlentemente, o carcinoma inflamatério, de crescimento desordenado e
invasivo, ultrapassa os limites toraco-abdominais ventrais e acomete as regides
laterais adjacentes ao foco no corpo do animal (FERGUSON, 1985; BREARLEY,
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1989; MOULTON, 1990). Possui alto poder metastatico, e a primeira via de
disseminacdo das ceélulas tumorais € a rede linfatica. O enfartamento dos
linfonodos regionais é facilmente observavel por inspecédo e palpacao destes e,
nao raramente, 0s animais acometidos apresentam edema em um oOu mais
membros, provavelmente em virtude da invasdo tumoral sobre os vasos linfaticos
aferentes dos ganglios axilares e/ou inguinais superficiais, o que leva a
hipofuncionalidade desses membros. Do ponto de vista microscopico, caracteriza-
se como um carcinoma pouco diferenciado, com evidéncia de infiltrados celulares
polimorfonuclear e mononuclear e populagdo celular epitelial anaplasica. Pode
estar associado a varios outros tipos de carcinomas que também acometem as
mamas, muito embora se admita que o adenocarcinoma seja mais comumente
observado nestes casos (SILVERMAN, 1996; STONE, 1998; BAKER &

LUMSDEN, 1999; ZAKHOUR & WELLS, 1999; MEUTEN, 2002).

Comportamento biolégico

Mesmo na auséncia de causas manifestas de morte, os animais com
cancer ainda perdem peso progressivamente e morrem. Geralmente a massa
neoplasica ndo pode explicar completamente a morte em termos mecanicos,
deve-se entdo cogitar sobre mecanismos mais sutis que desempenham papéis
importantes na morte do paciente com cancer (RUBIN & FARBER, 2002).

Aproximadamente 70% de todos os canceres de mama sao palpaveis e
guase 50% dos tumores com 0,6 a 1,0 cm de didmetro sdo detectaveis no exame
clinico (DONEGAN, 1988; FERREIRA et al., 2006).

Salienta-se que achados clinicos caracteristicos de outros tumores
malignos (didametro maior que 5 cm, crescimento rapido, infiltracdo, eritema e
edema) nem sempre sao validos para as neoplasias de mama. Havendo, pois,
necessidade dos exames citoldgico e histolégico para identificacdo de células e
metastases (BRASIL, 1998; ZUCCARI, 1999; CAVALCANTE et al., 2005).
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A ulceracao de lesdes decorrentes de neoplasias mamarias € um processo
ndo obrigatorio nos estagios iniciais, mas geralmente ocorre em virtude de
complicacdes durante a evolugéo da doenca (ZUCCARI, 1999).

Ocasionalmente o cancer de mama pode retornar ap0s 0 primeiro
tratamento. Existem trés tipos de recorréncia no cancer de mama. A recorréncia
local, a qual as células permaneceram no local original, que apds algum tempo
voltaram a proliferar. Para muitos pesquisadores a recorréncia local ndo é
considerada como disseminag¢do do cancer mamario, e sim como um fracasso do
tratamento primario. Mesmo depois da mastectomia, os tecidos mamarios
préximos a pele e tecido adiposo permanecem possibilitando a recorréncia local. A
recorréncia regional € mais séria que a local por indicar que o cancer se
disseminou além dos limites da mama e linfonodos regionais. Pode ocorrer na
musculatura peitoral, abdominal, nos linfonodos mais internos, entre as costelas,
entre outros. A recorréncia a distancia, ou seja a metastase, € sem duvida a pior
delas. Uma vez fora do tecido mamario, usualmente o cancer pode se disseminar
para os linfonodos regionais/sentinelas e a partir deste para qualquer outro local
do organismo (FIDLER & BRODEY, 1967; ZUCCARI, 1999). A distribuicdo dos
focos tumorais € determinada, em grande parte, pelas caracteristicas anatdmicas
das veias e dos vasos linfaticos que drenam os locais onde se situam os tumores
primarios. No entanto, nos animais, a maioria dos tumores malignos metastatizam
para os pulmdes. Isto ocorre devido ao imenso fluxo de sangue que passa por
este 6rgdo e a grande trama de capilares, onde a circulacdo se torna mais lenta. O
leito capilar pulmonar serve como filtro para os agregados de células tumorais que
se alojam na arvore vascular, inserindo pseuddpodos entre as células endoteliais
e emigrando para o parénquima pulmonar (COTRAN et al.,, 2000; RUBIN &
FARBER, 2002).

O desencadeamento da metastase representa uma série de interacdes
entre 0 hospedeiro e a célula tumoral, os quais incluem angiogénese, invasao,
sobrevivéncia intravascular, instalacdo e proliferacdo em O6rgdos distantes
(KLAUBER et al., 2001; GATENBY & FRIEDEN, 2002).
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As células tumorais que expressam o fenétipo de invasibilidade possuem a
habilidade em degradar a matriz extracelular (MEC) e violar os compartimentos
teciduais adjacentes. Isto esta freqlientemente associado a expressdo de enzimas
como a metaloproteinase (MMP), geralmente presente em altas concentragfes
nas células metastaticas (MMP-2 e MMP-9 tipo IV colagenase). Outro aspecto
importante destas células € a motilidade celular, que em resposta a sinais, as
células metastaticas devem aderir e soltar repetidamente o substrato para
conseguir a locomocdo determinada. Além do substrato da MEC servir como
“piso” para as células tumorais, também pode modular a quimiotaxia, assim como,
expressar integrinas e MMP pelas células tumorais (CURRAN & MURRAY, 2000).
Geralmente, células metastaticas dispdem maior motilidade que suas
companheiras ndo metastaticas (MOORE, 2001).

A adesdo entre as células tumorais esta frequentemente diminuida nos
tumores invasivos e metastaticos. Apesar disso, 0s mecanismos que induzem a
aberracdes nas adesdes das células tumorais sdo pouco compreendidos, sendo
gue as proteinas E-caderinas tém recebido consideravel atencdo. Estas proteinas
também parecem estar envolvidas na regulacdo da expressdo das conexinas,
importantes na comunicagao entre as células. Estudo recente visando a expressao
de conexinas e de E-caderina em glandulas mamarias normais, hiperplasicas e
neoplasicas de cadelas, revelou que nas cadelas os tumores malignos
apresentam alteracdes na expressdo destas proteinas em relacdo as mamas
normais (TORRES et al., 2003). Outro estudo relacionado com a expressao de
caderina-E em neoplasias benignas e malignas da mama em cadelas mostrou
maior marcacao para carcinomas metaplasicos e tumores benignos em relacdo a
carcinomas ductais, associando desta forma, a menor expressdo de E-caderina
com a agressividade tumoral, inclusive maiores chances de formar metastases a
distancia, assim como o pior prognostico (GOMES et al., 2003).

Interacbes entre células neoplasicas com plaquetas ou com células
imunolégicas parecem regular a formacdo de metastases na fase em que as
células tumorais estdo na corrente circulatoria (BYRNE et al., 2000). O

reconhecimento entre as células tumorais e endoteliais seguidos de fortes
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interacbes e eventualmente retragdo das células endoteliais, facilitam possiveis
interacbes entre células neoplasicas e matriz subendotelial. A dissolucdo desta
matriz resulta na extravasao da célula tumoral do leito capilar, sendo as moléculas
de adesao, como as integrinas e nao-integrinas responsaveis por este processo
(KLAUBER et al., 2001; MOORE, 2001).

As células tumorais que extravasaram para o parénquima de outro érgdo
irdo proliferar para formar micrometastases menores que dois milimetros de
didametro. Pela angiogénese tumoral, estas micrometastases tornam-se
clinicamente detectaveis. Fatores de crescimento, elaborados pelo estroma dos
orgaos atingidos, sdo importantes reguladores paracrinos da proliferacdo da célula
tumoral. Fibroblastos do hospedeiro podem ser importantes fontes de enzimas
degradadoras de matriz extracelular (KLAUBER et al., 2001; GATENBY &
FRIEDEN, 2002).

As citocinas representam uma diversidade de grupos de moléculas peptidicas
gue participam de forma proeminente facilitando ndo somente o crescimento da
neoplasia como também no aparecimento de metastases (HEIMANN et al., 1997).
Elas sdo mediadoras diretas das interacbes entres as células, portanto
reguladoras das funcdes celulares e teciduais. A producao e liberacdo de citocinas
sao processos celulares estritamente regulados, podendo ser desregulado por
transformacdes malignas (ALTUCCI & GRONEMEYER, 2001).

O fator de necrose tumoral (TNF), antiga caquexina, € o membro chave de
uma grande familia de citocinas e receptores cruciais na organizacdo celular. A
ativacdo de algum dos membros desses receptores implicard em uma variedade
de respostas celulares dependendo do tipo e contexto celular (ALTUCCI &
GRONEMEYER, 2001). Alguns destes receptores da familia do TNF sdo também
“death receptors” sinalizando o processo de apoptose numa variedade de células.
E um potente fator linféide, o qual exerce efeitos citotéxicos numa grande
variedade de células tumorais e outras células alvo. Em tumores humanos a
expressao do TNF foi evidenciada, e geralmente associada com pior prognostico.
Administracdo de altas doses locais de TNF em um tumor destréi seus vasos

sanguineos apresentando potente acdo anti-cancer, mas quando produzida
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cronicamente, pode agir como promotor endogeno tumoral, contribuindo com o
desenvolvimento do estroma, necessario para o crescimento e expansao do tumor
e formacgdo de metastases (WAJANT et al., 1999; DUNLOP & CAMPBELL, 2000;
KAUFMANN & HENGARTNER, 2001; BALKWILL, 2002).

A habilidade de metastatizar para locais distantes é caracterizada quando
as células tumorais adquirem a independéncia dos sinais fisiol6gicos reguladores,
resultando no acumulo de mutacdes, tornando as células tumorais invasiva e
resistente a apoptose (HEIMANN et al., 1997).

As metastases nos cdes podem ocorrer por via linfatica ou venosa. Nos
carcinomas mamarios, a via linfatica parece ser a mais importante. A drenagem
linfatica faz-se para os ganglios linfaticos axilares e inguinais (BREARLEY, 1989;
ENGSTROM et al., 1989).

Céancer de mama com metéstase ainda é considerado como uma doenca
incuravel tanto na Medicina Humana como na Veterinaria, sendo um dos fatores
progndésticos mais importantes. Micrometastases ndo detectaveis clinicamente,
certamente contribuem para a recorréncia da doenca nas pacientes portadoras de
cancer de mama, no entanto pouco se conhece a respeito do mecanismo celular
responsavel por este controle (KLAUBER et al., 2001).

Para Brodey, Golds-Chmidt e Roszel o cancer da glandula mamaria é a
causa mais comum de metéstases pulmonares em cadelas. A demora pela
procura de assisténcia Veterinaria, certamente contribui pelos avancados estagios
da doenca em que o0s animais sdo encontrados no momento do diagnéstico
(CASSALI, 2000; BURINI et al., 2001; BURINI, 2002). Das neoplasias malignas
mamarias nos caes, 25 a 50% delas apresentam metastases antes da cirurgia
(MOULTON, 2002).

A existéncia de metastases toracicas, abdominais ou para tecido linféide
podem ser verificadas com o auxilio de exames por imagem. Desta forma pode-se
determinar a proximidade de um tumor aos grandes vasos, determinar a natureza
cavitaria ou cistica das massas e avaliar o volume tumoral inicial e pos-tratamento
(CARTER, 1989; BRASIL, 2001).
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Apesar da diversidade dos canceres, existem algumas similaridades nas
manifestacdes clinicas de pacientes portadores da doenca progressiva. Mesmo
pacientes que apresentam a doenca limitada a um unico local, por exemplo,
mulheres e animais com cancer de mama sem evidéncias de metastase a
distancia, podem desenvolver efeitos sistémicos, como a anorexia e caquexia, que
freqientemente acompanham o desenvolvimento da doenca (MacDONALD et al.,
1995; DUNLOP & CAMPBELL, 2000; TISDALE, 2001; BURINI, 2002).

Pacientes com caquexia neoplasica refletem a profunda perda de tecido
adiposo e magreza corporais. A anorexia, freqientemente presente, € insuficiente
para promover esta perda de peso, isto devido a: 1- caqguexia envolve perda
massiva da musculatura esquelética o que ndo ocorre durante a anorexia, 2- a
suplementacédo nutricional ndo reverte o quadro de magreza, 3- caquexia pode
ocorrer sem anorexia, e 4- a ingestao de alimento parece ser normal para a
profunda perda de peso das pacientes com cancer. Por outro lado a anorexia pode
aparecer quando: 1- existe diminuicdo do gosto e cheiro do alimento, 2- saciedade
precoce, 3- producao de citocinas, como TNF« e IL-1, as quais agem diretamente
no cérebro produzindo anorexia, entre outras. Produtos tumorais parecem ser
mais importantes no desenvolvimento da caquexia (BERGHE et al.,, 2000;
TISDALE, 2001; BALKWILL, 2002).

Estudos tém sugerido que as citocinas, em particular TNFe, IL-6, s&o
responsaveis pela perda tecidual na caquexia pelo cancer (BALKWILL, 2002).

Vérios estudos in vitro tém demonstrado que citocinas pro-inflamatérias como a
IL-6, apresenta efeito citostatico e citotoxico em células de cancer de mama,
algumas vezes de maneira autocrina. Aumento significativo dos niveis séricos de
IL-6 foram observados em pacientes com caquexia neoplasica quando
comparados com pacientes com tipos tumorais semelhantes, mas sem a perda de
peso (CRICHTON et al., 1996; KOVACS, 2001; TISDALE, 2001).
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Métodos diagnostico e classificatorios

A classificacdo elaborada pela Organiza¢cdo Mundial da Salude (OMS) para
tumores e displasias da glandula mamaria canina segue o maximo possivel a
proposta pela OMS para tumores mamarios humanos (MISDORP et al., 1999;
ZUCCARI et al, 2001). Basicamente, acreditam na importancia em alcancar a
concordancia no registro da informacao precisa da extensao da doenca para cada
localizacdo anatdmica, porque a descricdo clinica acurada e a classificagdo
histopatologica das neoplasias podem interessar a um numero de objetivos
correlatos, como ajudar o médico no planejamento do tratamento, indicacdo do
prognostico, ajudar na avaliacdo dos resultados de tratamento, facilitar a troca de
informacédo entre os centros de tratamento e contribuir para a pesquisa continua
sobre o cancer (AJCC, 1989).

Neoplasias mamarias se apresentam usualmente como nédulos e cerca de
90% destas lesbes sdo detectadas pelo exame clinico. Este deve seguir uma
rotina padronizada, com condicfes ideais e a necesséaria tranquilidade, com
levantamento mais completo possivel da historia pregressa. A inspe¢do e
palpacao constituem as duas etapas do exame fisico, observando dados como,
simetria glandular, localizacdo, contorno, apresentagdo, tamanho e contorno do
tumor, inflamac¢des ou ulceracbes, condicbes corpéreas e, particularmente, o
envolvimento de linfonodos regionais e/ou evidéncias de metéstase a distancia
com auxilio do exame citopatoldgico e raio x, respectivamente (BRASIL, 1998;
MISDORP et al., 1999; ZUCCARI et al., 2001).

O sistema TNM trabalha prioritariamente com a classificagdo por extensao
anatbmica da doenca determinada clinica e histopatologicamente. As
classificacbes para o estadiamento clinico e patoldgico do cancer de mama
propostas pela American Joint Commitee on Céancer (AJCC) e UICC sao as
classificacbes TNM clinica (TNMc) e a TNM histopatoldgica (TNMp) (AJCC, 1989;
EISENBERG & KOIFMAN, 2000). Os esquemas de classificacdo sao
freqientemente revisados devido a aquisicdo constante de novas informacdes
prognésticas (BRASIL, 1998; BRASIL, 2001).
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A classificacdo € aplicAvel somente para carcinomas e deve haver
confirmacao histologica da doenca. A sub-regido anatbmica de origem deve ser
registrada, mas nao é considerada na classificacdo. No caso de tumores multiplos
sincrbnicos em uma mama, o tumor com a maior categoria T deve ser usado para
a classificagdo. Os tumores de mama, bilaterais e sincronicos, devem ser
classificados independentemente, para permitir a divisdo dos casos por tipo
histologico. Os procedimentos para avaliagdo das categorias T, N e M séo as
seguintes: Categorias T — a extensdo do tumor primario; Categorias N — a
auséncia ou presenca de metastases em linfonodos regionais; Categorias M —
auséncia ou presenca de metastase a distancia.

Seguido pelo exame clinico completo e caracterizagcdo do estagio clinico da
doenca, atualmente se recorre, antes mesmo da classificacao histopatoldgica, ao
exame citopatologico. Este exame tem apresentado inimeras vantagens como
meio de diagndstico, especialmente entre as alteragdes maméarias de cadelas.
Durante o estagio inicial, pode diferenciar lesées tumorais inflamatérias de lesdes
neoplasicas, se for neoplasia, pode ser feito coleta de linfonodos regionais para
melhor estabelecimento do estagio da doenca, prognostico e a presenca de
metastase (BAKER & LUMSDEN, 1999). Nos casos de tumores malignos
aparentemente inoperaveis, o diagnéstico citolégico positivo sera definitivo,
evitando a confirmacdo desnecessaria por biopsia (ALLEN & PRASSE, 1986) e
nos casos de recorréncia poés-cirurgia, 0 exame citoldégico pode rapidamente e
precisamente indicar a necessidade de novas intervencdes. Na maioria dos casos,
o diagnostico pode ser estabelecido em poucos minutos, e a coleta do material
ndo é traumatica para as pacientes (BAKER & LUMSDEN, 1999; BURINI, 2002;
CASSALI, 2000; SIMEONOV & STOIKOV, 2006).

Também microscopicamente sdo utilizados trés métodos primarios para
classificar os tumores mamarios: 1- histogenética; 2- classificacdo histologica e 3-
prognostico. Classificacdo histogenética € aplicada pela incerteza da
especificidade da célula de origem de muitos tumores, de acordo com o arranjo
histologico em papilares, tubulares, sélidos e anaplasicos e quanto a origem, em:
lobulares ou ductais (MOULTON, 1990).
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A melhor precisdo diagnostica e compreensdo prognostica, podem ser
decorrentes da observacdo de caracteristicas como presenca ou ndo de
infiltragc&o, ulceracéo, inflamacéo, hemorragia, necrose, fibrose e metaplasia. Nas
neoplasias mamarias, constata-se, com relativa freqiéncia, a coexisténcia de
padrdes histoldgicos diferentes; em tais situagfes, o diagnostico € comumente
baseado no padrdao mais severo (MISDORP et al., 1999; EISENBERG &
KOIFMAN, 2000).

A anadlise histopatologica de um tumor é essencial para obtencdo de
informacgdes consistentes sobre os fatores prognosticos do cancer mamario, e
deve ser considerado como um passo fundamental para a orientagédo terapéutica
destas lesbes (SCHMITT, 2000). Técnicas de imunoistoquimica para deteccédo de
receptores de estrogénio, progesterona, fator de crescimento epidémico,
oncogenes, entre outros, sdo de grande valia na sequéncia de obtencdo de um
prognéstico mais acurado em neoplasias mamarias. Entretanto, essas técnicas
sdo muito dispendiosas e, conseqientemente, ndo utilizadas na rotina veterinaria.
A andlise histopatolégica torna-se uma alternativa viavel para se chegar a um
significativo e efetivo prognostico de tumores malignos em cées (FERREIRA et al.,
2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a classificacao
dos tumores ¢ feita baseada sobre morfologia descritiva em acordo com o grau de
malignidade. E sabido que, de acordo com o grau de malignidade, uma reduc&o
consideravel da taxa de sobrevivéncia dos animais € observada (MISDORP et al.,
1999).

O grau histologico reflete a semelhanca das células do tumor ao tecido
original. Esta avaliagdo pode ser feita pelo grau celular geral ou pelo grau nuclear.
A classificacdo geral ou celular leva em conta o grau de neoformagé&o tubular, o
pleomorfismo nuclear e a quantidade de figuras de mitose. A classificagéo de | a lll
€ proporcional a indiferenciacdo do tumor, refletindo assim uma crescente piora no
prognostico. O grau nuclear é baseado na aparéncia do nucleo, ndo levando em
consideracdo o padrdo de crescimento do tumor. Aparentemente quanto mais

indiferenciado o tumor maior ser4 a resposta a quimioterapia e menores o
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conteudo de receptores hormonais. A avaliacdo quando feita por patologista
experiente, se mostra um meétodo auxiliar de grande valor em doenca mamaria
(YAMAGAMI et al., 1996; FRANCO, 1997).

A ordem crescente de malignidade, segundo a OMS é a seguinte:
carcinoma “in situ” (ndo infiltrativo), carcinoma complexo (com envolvimento de
células mioepiteliais), cacinoma tubulopapilar, carcinoma soélido e anaplasico
(MISDORP et al., 1999).

A tomografia computadorizada (TC) €, um método de diagndstico por
imagem que produz cortes seccionais de uma regido do corpo por meio de
armazenamento de informagcdes em computadores e de raios X, com a vantagem
sobre a radiografia convencional de apresentar grande sensibilidade em
diferenciar pequenas atenuacdes dos raios X e ser isenta de sobreposicdo de
estruturas. A utilizagdo do exame tomogréafico no estudo da cavidade toracica
permite avaliacdo de campos pulmonares, mediastinais, pleuras e espaco pleural
e parede toracica. Sua utilizacdo na clinica médica veterinaria é para deteccéo de
linfoadenopatias hilares ou mediastinais, pesquisa de nodulos pequenos e
multiplos, no direcionamento da aspiracdo com agulha fina de um nddulo quando
a fluoroscopia néo estiver disponivel e para deteccdo precoce e mensuragado de
metastases pulmonares. Todavia, para utilizagdo em animais, ela s6 esta
disponivel em grandes centros de pesquisa tendo em vista 0s custos para
aquisicdo e manutencdo do equipamento. E o exame radiogréafico indicado como
meio de eleicdo para a investigacao inicial da cavidade toracica dos animais e
complemento fundamental ao exame fisico em cadelas com tumor de glandulas
mamarias (PINTO et al., 2006).

Biologia molecular

Os principais alvos da alteracdo genética sdo 0s proto-oncogenes, 0S genes
supressores tumorais e 0s genes que controlam a morte celular programada ou
apoptose (DELFINO et al., 1997). Acredita-se que os genes reparadores do DNA

também possuam papel de destaque na carcinogénese, pois qualquer
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anormalidade nesses genes predisporia a mutagcées no genoma com subsequente
transformacéo neoplasica (LOURO, 2000; COTRAN et al., 2000).

Os fenbmenos moleculares que acompanham a carcinogénese e 0s
diversos eventos que caracterizam o comportamento maligno de uma neoplasia
tém sido exaustivamente estudados. A interpretacdo e a adaptacdo destas
informacfes tém sido Uteis para a conduta clinico-oncolégica, em particular, na
doenca neoplasica mamaria. Isto se deve ao fato que o entendimento destes
fenbmenos tém esclarecido alguns aspectos dos mecanismos etiologicos e
biolégicos do céancer da mama, além de permitirem avancos consideraveis no
diagndstico e na terapéutica. Dentre estes fendmenos, estdo 0s genes que
regulam a apoptose (SAIKUMAR et al., 1999; ZORNIG et al., 2001).

Os proto-oncogenes sao genes promotores do crescimento e da
diferenciacdo celular que controlam a divisdo mitética ordenada das células
(McKINNELL, 1998). Eles séo transformados em oncogenes pelo descontrole da
expressdo dos genes ou pela mutacdo, translocacdo ou rearranjo dos genes,
resultando na sintese de um produto anormal, as oncoproteinas (CARRENO et al.,
1999).

A identificagdo de marcadores moleculares que possam predizer o
comportamento dos tumores € especialmente importante em cancer de mama
devido, sobretudo, a variabilidade na progressédo clinica da doenca. Alguns
marcadores tumorais e suas relacdes com o prognéstico sdo discutidos, dando-se
énfase aqueles que utilizam, para sua deteccdo, o método imunoistoquimico e
onde possa ser empregado material fixado em formol e embebido em parafina
(material de arquivo). Os receptores hormonais (RH) sdo os menos polémicos e 0s
tumores positivos para estes marcadores, geralmente, apresentam menor
tamanho, menor grau histolégico e nuclear, uma melhor resposta a terapia
hormonal e um melhor progndstico. Para os outros marcadores tumorais aqui
apresentados (c-erbB-2, catepsina D e E, MIB-1, PCNA, p53, caspase-3) existem
muitas controvérsias, mas parte da literatura associa sua presenca com tumores
de alto grau histolégico e com pior prognéstico. As divergéncias existentes na

literatura sdo discutidas e chega-se a conclusdo que mais estudos séo
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necessarios antes que os marcadores tumorais possam ser utilizados como
fatores prognosticos do cancer de mama (GAGO et al.,, 1998; PEREIRA et al.,
2006).

Marcadores progndsticos

Os estudos tém enfocado varios indicadores prognoésticos Uteis na
avaliacdo histopatoldgica do carcinoma da mama. Dentre eles, deve-se incluir,
além dos aspectos histologicos convencionais, a presen¢a ou ndo de metastases,
a presenca ou nao de receptores hormonais, a expresséo de genes oncogénicos e
supressores, assim como a expressdo dos fatores de crescimento e proliferacao
tumorais, inclusive a angiogénese (NARITA et al., 1998; EISENBERG &
KOIFMAN, 2000; FOULKES et al, 2001, QUEIROGA & LOPES, 2002,
CAVALCANTE et al., 2006).

Dado a complexidade dos eventos no cancer, a avaliacdo de combinacéo
de fatores prognosticos sdo de grande valia para os clinicos estimarem mais
objetivamente o prognostico individual de pacientes com cancer de mama (GAGO
et al., 1998).

A expresséao exacerbada de bcl-2 e bcl-x (L) associado com a diminuicédo da
apoptose nas células de cancer de mama podem contribuir para formacéo de
metastases (RUBIO et al., 2001; ZORNIG et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2002).
Estudo avaliando o envolvimento do bcl-2 na progressao de carcinomas mamarios
primarios para metastaticos e sua influéncia no prognaéstico, revelou a presenca de
bcl-2 em 59% de carcinomas primarios e 65% nos carcinomas mamarios
metastaticos, também houve concordéancia na expressédo do bcl-2 entre os sitios
primarios e metastaticos. A expressao do bcl-2 foi associada significativamente
com diversos aspectos progndsticos favoraveis, como menor tamanho tumoral e
positividade para receptores de estrégeno e progesterona. O elevado indice
apoptotico foi associado significativamente com varios fatores progndsticos
desfavoréaveis, incluindo carcinomas pouco diferenciados, maior tamanho tumoral,

alta expressdo de Ki 67 e elevado indice de mitoses. A média do indice de
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apoptose foi maior nos linfonodos com metastases que nos carcinomas primarios.
A Dbaixa expressdo do bcl-2 e o elevado indice de apoptose foram
significativamente associados com menores periodos sem reincidéncia (VILLAR et
al., 2001; FERREIRA et al., 2003).

De modo geral, a imunodeteccdo do p53 esta relacionada a presenca de
necrose histolégica; negatividade para receptores de estrégeno e associacdo com
a variante de células grandes encontradas no componente intraductal (POLLER et
al., 1992; BERTAGNOLLI et al.,, 2006). Em carcinomas ductais invasivos, a
imunopositividade para a oncoproteina p53 esta relacionada a pior prognéstico,
menor tempo de remissdo da doenca, graus histologicos Il, lll, negatividade para
receptores de estrégeno e progesterona, alto indice de Ki-67 e superexpresséao de
c-erbB-2 (CLIN et al., 1994; MUTO et al.,, 2000). Dos tipos histologicos de
carcinomas mamarios invasivos, Domagala et al. (1993) observaram que a
expressao da oncoproteina p53 € muito mais freqlente em carcinomas medulares,
seguidos de carcinomas ductais invasivos de grau Il histologico, e, raramente, em
carcinomas lobulares e carcinomas mucinosos. Em cadelas a expressdo de p53
foi mais alta nos tumores malignos e com maior intensidade naqueles menos
diferenciados (CASSALI, 2000; BERTAGNOLLI et al., 2006).

Tanto em medicina humana como na veterinaria acredita-se que a molécula
de adesao caderina-E tenha acédo anti-invasiva no cancer de mama (OLIVEIRA et
al., 2004), desta forma o envolvimento dos linfonodos se faz importante fator
prognostico, mesmo assim existe grande variedade no resultado entre as
pacientes linfonodo-positivo. A relacdo entre a expressdo da caderina-E no CDI
priméario e no linfonodo-positivo correspondente, revelou expressdo mais intensa
nas metastases linfonodais, sugerindo que a expressao de moléculas de adeséo
no sitio metastatico denota comportamento menos agressivo, melhor tempo de
sobrevida (OLIVEIRA et al., 2004; HARIGOPAL et al., 2005).

A cadepsina total foi determinada por ELISA em 62 amostras de CDI da
mama de mulher. Foi mais intensa em pacientes linfonodo-negativo que nas

linfonodo-positiva, no estagio tumoral Ill que nos estagios | e Il e nos tumores sem
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receptores hormonais, quando comparado com tumores positivo para receptores
hormonais (BUDIHNA et al., 1995).

Outro estudo avaliando a correlacdo da localizagcdo imunoistoquimica entre
a cadepsina-D (CD), PCNA e receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R)
com os fatores prognésticos tradicionais como a graduacao clinica e histoldgica,
envolvimento linfonodal, indice de mitose, p6de-se observar em todas as amostras
positividade de imunomarcacéo para a cadepsina-D no parénquima e no estroma
dos carcinomas. PCNA e EGF-R mostraram positividade quase que
exclusivamente no componente parenquimal do carcinoma. CD total correlacionou
significativamente com a graduacgdo histologica, PCNA (PI), indice de mitose,
EGF-R e metastase linfonodal (OKAMURA et al., 1997).

Estudo avaliando a importancia progndéstica do c-erbB-2 e PCNA no cancer
de mama, incluindo envolvimento de linfonodo, tamanho tumoral, graduacéo
histologica e invasdo linfatica, revelou que o PCNA tem valor prognostico
independente em pacientes sem envolvimento de linfonodos, e c-erbB-2 e PCNA
ndo sdo indicadores prognostico independentes considerando todas as pacientes
(KATO et al., 2002).

A vascularizacdo (WEIDNER, 1998) do tumor e a angiogénese (CRAFT &
HARRIS, 1994; FOX et al., 1995; GOED et al., 1998; GRAHAM & MYERS, 1999;
RESTUCCI et al., 2000) tém papel muito importante no processo de metastizagéo
nos tumores mamarios caninos, a semelhanca do que acontece no cancer de
mama da mulher (WEIDNER et al., 1991; LOCOPO et al., 1998; TOI et al., 1999).

Estudo investigando a possivel relacdo entre a expressdo do fator de
crescimento endotelial (VEGF) e fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF)
com fatores prognodstico tradicionais do cancer de mama e sitio metastatico,
revelou que a expressdo de bFGF foi mais freqliientemente encontrada em
tumores com baixa expressao de VEGF; assim como a elevada expressao de
bFGF foi relacionada com tumores de menor tamanho e auséncia de metastase
para linfondos caracterizando seu bom prognéstico e maior sobrevida das
pacientes (LINDERHOLM et al., 2003).
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Com o objetivo de relatar a presenca e o significado clinico da metalotionina
(MT) no CDI primario da mama em mulheres, conclui-se que MT positivo (nuclear
e citoplasmatico) tem pior prognostico que MT negativo, indicando maior
agressividade e pouca diferenciagdo nas células tumorais (ZHANQ et al., 2000).
Resultados semelhantes tém sido descrito em estudos com cadelas portadoras de
cancer mamario (BREGUNCI et al., 2003).

Nos carcinomas simples e complexo de mama canino a reagdo com 0O
anticorpo anti-Tenascina mostrou intensa marcagdo do estroma em determinadas
areas das amostras tumorais, assim como no endotélio de vasos e também em
algumas areas ao redor dos ductos do tecido mamario, havendo areas com
auséncia de marcacédo. A reacdo do anticorpo anti-Fibronectina, revelou marcacao
difusa por todo estroma, possuindo também marcacgdo positiva no endotélio de
vasos e na membrana basal dos ductos das glandulas (CASSALI et al., 2001).

Estudo envolvendo figuras de mitose de fibroblastos nos CDI da mama
também foi proposto ter importante papel na progressdo do tumor. A atividade
proliferativa destas células pode predizer a formacdo de metastase para linfonodo
ou a distancia, e neste estudo indicou que a habilidade de formar metastase tem
intima dependéncia com a atividade proliferativa de fibroblastos na area interna
dos carcinomas (HASEBE et al., 2000).

A positividade para vimentina e p53 também foram relacionadas com pior
prognostico (MARIUZZI & SISTI, 1993).

Positividade para EGFR, super-expressdo de PCNA e positividade para
vimentina foram significativamente correlacionados com alto grau histolégico e
associado a carcinomas negativo para receptores de estrogeno. Uma tendéncia
positiva foi observada entre tumores com alta proliferacdo e expressado de EGFR.
O status do EGFR e indice do PCNA ndo foram correlacionados com o
envolvimento linfonodal, tamanho tumoral e idade. A vimentina foi
preferencialmente expressada em tumores com metastases em linfonodos,
sugerindo ser importante para a predicdo de tumores biologicamente mais
agressivos (KOUTSELINE et al., 1995).
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A relacdo da quantidade de micro vasos (MVQ) com PCNA, c-erbB-2 e
cadepsina D no CDI de mama foi estudado para determinar seu valor prognostico,
sendo positivamente relacionada com a expressao de cadepsina D (células
estromais), PCNA e metastase a distancia, podendo ser um indicador prognostico
independente (CHENG et al., 1997).

Tamanho tumoral, expressdo positiva para receptores de estrogeno e
linfonodo positivo ndo foram significativamente diferentes entre os tipos
histologicos de carcinoma ductal invasivo (CDI) e carcinoma lobular invasivo (CLI).
Pacientes com CLI apresentaram mais freqlientemente tumores menos agressivos

€ menor invasao vascular no tumor primario que nos CDI (MERSIN et al., 2003).

Proliferacéo

O crescimento celular resulta da acdo de varios fatores estimuladores ou
inibidores da diviséo celular produzidos no meio intra ou extracelular (MAREEL &
LEROQY, 2003). O controle do crescimento celular depende da expresséo de varios
genes, principalmente daqueles que codificam os fatores de crescimento e seus
receptores (McKINNELL, 1998; CARRENO et al., 1999).

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvendo o controle do
crescimento das células neoplasicas pode identificar os fatores do processo
regulatorio, contribuindo para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
progressao do tumor (GOMPEL et al., 2001; KAUFMANN & HENGARTNER, 2001;
OBERLEY, 2002). Desta forma, a utilizacdo de técnicas adequadas, servird como
recurso auxiliar para um diagnoéstico mais preciso, tornando o progndéstico mais
favoravel, propiciando o estabelecimento de terapias mais apropriadas,
procedimentos clinicos e cirdrgicos adequados, além de um controle sobre
recidivas das neoplasias mamarias bem como de suas metastases.

Os oncogenes e seus produtos podem aumentar a expressao dos genes
das ciclinas e das quinases ciclina-dependentes (CDK), responsaveis pela
progressado ordenada das células nas diversas fases do ciclo celular (PINES,

1995; McKINNELL, 1998). No ciclo normal, quando a célula recebe sinais
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promotores para seu crescimento, a sintese de ciclinas D e E é estimulada na fase
G1. A progressédo das células da fase S para a fase G2 é facilitada pelo controle
da ciclina A ligada a CDK2 e CDK1. O papel exato da ciclina A ndo é conhecido,
mas evidéncias sugerem que ela seja indispensavel para a replicacdo do DNA
(PINES, 1995). No inicio da fase G2 predomina a ciclina B que, ao formar
complexos com CDK1, auxilia a passagem da célula para a fase M e fosforila
proteinas necessarias para a mitose. As mutacdes que descontrolam a atividade
das ciclinas e das CDK favorecem a proliferacéo celular (COTRAN et al., 2000).

Dentre 0s genes supressores tumorais, estdo aqueles que regulam a
transcricdo nuclear e o ciclo celular (Rb, p53, BRCA-1, BRCA-2), os genes que
regulam a transducao de sinais (NF-1, APC) e os receptores da superficie celular
(receptor do TGF-b e caderinas) (DENG & BRODIE, 2001). A pRb, produto do
gene Rb, é uma fosfoproteina nuclear expressa em todos os tipos celulares, que
em sua forma ativa, inibe a progressao das células da fase G1 para a fase S do
ciclo celular (LOURO, 2000).

O gene p53, denominado guardido do genoma, produz uma proteina que
controla a replicacdo do DNA, a proliferacdo celular e a apoptose. Nas células com
DNA alterado, a proteina p53 acumula-se no nucleo e liga-se ao DNA evitando
sua replicagdo (MUTO et al., 2000).

Essa parada no crescimento celular na fase G1 permite a célula restaurar
seu genoma (COTRAN et al., 2000). Entretanto, danos irreversiveis requerem a
eliminacéo das células acometidas (PINES, 1995).

Os genes BRCA-1 e BRCA-2 sdo supressores tumorais. A funcdo desses
genes ndo € totalmente conhecida, mas acredita-se que estejam envolvidos no
controle da transcricio (COTRAN et al.,, 2000). Mutacdes nesses genes
predispdem ao desenvolvimento do cancer de mama, ovario, pristata, célon,
pancreas e de laringe (DENG & BRODIE, 2001; INGVARSSON, 2001).

Os produtos dos genes NF-1 e do gene APC também sdo supressores
tumorais (COTRAN et al., 2000). A proteina APC localiza-se no citoplasma e
degrada a catenina, proteina que pode penetrar no ndcleo e ativar a transcri¢cao

dos genes promotores do crescimento. Assim, mutacfes no gene APC estimulam
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a proliferacédo celular (COOPER, 1995). A neurofibromina, produto do gene NF-1
regula a transducdo de sinais pela proteina ras e ativa a GTPase, enzima que
facilita a conversao da proteina ras ativa em ras inativa.

Com a mutacdo ou perda do gene NF-1, a proteina ras € mantida no seu
estado ativo, estimulando também a proliferacdo celular (PERATONI, 1998).

Vérios tipos de moléculas expressas na superficie celular podem controlar o
crescimento e o comportamento da célula, tais como os receptores do TGF que
regulam a transcricdo dos genes inibidores do crescimento e as proteinas que
regulam a adeséo celular representadas pelas caderinas (LOURO, 2000).

Existe correlacdo positiva entre a agressividade do céncer, evidenciada
pela menor sobrevida do paciente, e mutacdes nos gene CDH1 que codifica as
caderinas (MAREEL & LEROY, 2003).

Os genes que impedem (Bcl 2, Bcl-XL) ou induzem (Bax, Bad) a morte
celular programada também sdo importantes na carcinogénese. O primeiro gene
inibidor da apoptose descrito foi o bcl-2 (LOURO, 2000). A inibicdo da apoptose
pelo bcl-2 pode ocorrer em qualquer estadio do ciclo celular, porém os
mecanismos envolvidos ainda ndo foram totalmente elucidados. Postula-se que o
bcl-2 aumente o tempo de sobrevida das células, favorecendo a atuacao de outros
oncogenes sobre elas (DELFINO et al., 1997).

O antigeno nuclear de células em proliferacdo (PCNA) e o antigeno nuclear
Ki-67, podem ser usados pelo método imunoistoquimico para avaliacdo da
proliferacdo celular. O PCNA aparece no nucleo das celulas durante o estagio
tardio da G1 para a fase S do ciclo celular e esta intimamente relacionado com a
proliferacdo celular, com isto esta molécula vem sendo bastante estudada em
medicina humana e ainda pouco na veterinaria (NARITA et al., 1993).

Com o objetivo de correlacionar a expressdo imunoistoquimica do p53 e
PCNA com parametros progndsticos no carcinoma mamario, evidenciou o0 maximo
de positividade nos tumores de grau lll, caracterizando que a expressao do p53 e
PCNA sdo marcadores de células pouco diferenciadas no cancer de mama (GOEL
et al., 2000).
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Nos cédes os indices proliferativos foram significativamente menores em
tumores ndo malignos e displasias que em tumores malignos. Nos canceres a
expressao do PCNA foi positivamente correlacionada com o grau de malignidade
histolégico e graduacdo nuclear. Valores elevados de Ki-67 foram positivamente
correlacionados com metastases e morte pela neoplasia (PENA et al., 1998;
MORENA et al., 2004).

Utilizando a técnica de imunoistoquimica para diferenciar a expressao do
PCNA em lesbBes benignas e malignas no céncer de mama nas mulheres,
concluiu-se que os carcinomas apresentam maior indice proliferativo que
fibroadenomas e lesbes fibrocisticas da mama (KALOGERAKI et al., 1994,
NARITA et al., 1993).

O tipo comedo do carcinoma ductal invasivo e carcinoma intraductal
apresentam maiores indices de PCNA que outros tumores. As metastases para 0s
linfonodos também apresentaram maiortes indices de PCNA que no tumor
priméario. Elevada imunomarcacéo foi relacionada com a presenca de metastase
para linfonodo, auséncia de formacdao tubular, figuras de mitose, anisocariose, alto
grau histologico e auséncia de receptores para progesterona. PCNA em tumores
linfonodo-positivo foi correlacionado com o tipo de tumor, especialmente com o
carcinoma ductal, auséncia de formacao tubular, alto grau histolégico e auséncia
de receptores para progesterona, enquanto que PCNA em tumores linfonodo
negativo foi relacionado com maior tamanho tumoral, figuras de mitose,
anisocariose e alto grau histologico (CUMMINQS et al.,, 1993; HAERSLEV &
JACOBSEN, 1994).

A proliferacdo celular foi avaliada em 167 amostras de céncer de mama
priméario de pacientes que se submeteram a cirurgia radical. Ndo houve diferenca
entre o indice de PCNA e tamanho tumoral, envolvimento de linfonodos e
receptores hormonais. 146 carcinomas invasivo mostraram que 0 grupo com
elevados niveis tiveram menor sobrevida comparado com o grupo de menores
expressdes de PCNA (HORIKUCHI et al., 1998).

Amostras de material de arquivo (parafina) foram imunocoradas com

anticorpo  monoclonal contra PCNA, evidenciando expressdo baixa (<25%),
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intermediaria (25-50%) e elevada proliferacdo (>50%). O indice de proliferacéo
nas pacientes com alta expressdo de receptores para estrogeno foi
significativamente menor que as pacientes com baixas expressdes para
receptores hormonais (estrégeno). Com relagdo ao tipo histolégico, o indice de
proliferagcdo do carcinoma esquirroso foi menor que nos carcinomas tubulo-
papiliferos ou tubular sélido (HORIKUCHI et al., 1994).

Outro método utilizado na mensuracao da cinética do ciclo calular no cancer
de mama é o Citbmetro de Fluxo. Tem servido para estimar a fracdo proliferativa
de tumores incluindo analises da composicdo do DNA com determinacdo da fase
S. Carcinomas apresentam expressdes mais elevadas que o tecido normal
adjacente, e as metastases dos linfonodos tem pouco mais expressao que seus
respectivos tumores primarios. Os niveis de PCNA ndo tiveram correlacdo com
idade, tamanho tumoral, envolvimento linfonodal, invaséo linfatica intramamaria e
receptores hormonais. PCNA foi associado com menor sobrevida comparado com
tumores com baixa expressédo de PCNA (TAHAN et al., 1993).

Avaliou-se o significado prognostico do PCNA em pacientes com metastase
em linfonodo, evidenciando menor sobrevida das pacientes com superexpressao
do PCNA, garantindo seu potencial como importante marcador progndstico nos
carcinomas metastaticos para linfonodos (SHEEN-CHEN et al., 1997).

Biopsias de 175 tumores primarios foram submetidas a imunorreacdo para
PCNA e analise histopatoldgica para carcaterizacdo de fatores prognostico, tadas
elas de mulheres com cancer de mama sendo acompanhadas durante nove anos.
No epitelio normal mamério, apenas ocasionalmente o nucleo foi positivo para
PCNA. Nos carcinomas, as fracdes de nucleos positivos para PCNA mostrou
consideravel variacdo intratumoral, frequentemente mais expressiva para as
margens invasivas do tumor. Os resultados mostraram que o0 microscépico de luz
auxilia na determinacéo da fracdo de crescimento pela imunomarcacdo do PCNA
e tem valor progoéstico independente no carcinoma mamario, assim como outros
previamente caracterizados como indices de proliferacdo (AALTOMAA et al.,
1992).
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A investigacao entre PCNA e vérias caracteristicas clinico-patoldgicas e seu
valor prognostico no carcinoma mamario mostrou que nao existe correlagdo com
as variaveis clinico-patologicas e sobrevida das pacientes portadoras de cancer de
mama (THOMAS et al., 1993).

De acordo com a graduacao histologica, baixa expressdao de PCNA esta
realcionado com grau |, 26% de células tumorais mostraram positividade nuclear
para PCNA, seguido pelo grau Il (30%) e Il (33%), mostrando sua significante
correlagdo com a diferenciacdo histolégica. Metastase a distancia foi encontrada
em mais de 25% dos casos positivos. Neste estudo PCNA provou ser indicador
prognéstico independente em dizer a sobrevida da paciente (AZIZ et al., 2005).

A expresséo total do PCNA aumenta significativamente com o aumento da
graduacao tumoral. Existe nitida correlacdo entre o indice de proliferacdo do tumor
primario e sua metastase para os linfonodos regionais, mas a atividade
proliferativa nas metastases foi significativamente menor que no tumor primario
(OKAMURA et al., 1997).

Apoptose

A apoptose pode ser iniciada por varios sinais externos e internos e executada
entre varias vias de sinalizacdo inter-relacionadas. Em niveis moleculares, o
processo de morte celular forma uma complexa cascata de eventos ordenados,
controlados pela expressdo regulada de genes e proteinas associados a
apoptose. E devido a acdo planejanda em conjunto destes componentes que
finalmente resulta no desmantelamento celular e formacéo de corpos apoptoticos
(SHAO et al., 1996).

A ativacdo do processo de apoptose é um ponto discutivel para muitos
pesquisadores, principalmente de seus mecanismos iniciais de acdo (KAUFMANN
& HENGARTNER, 2001).

Apoptose é morfologicamente e bioquimicamente uma forma distinta de morte
celular programada que ocorre sobre uma variedade de condicdes fisiologicas e
patolégicas (ALTUCCI & GRONEMEYER, 2001; KAUFMANN & HENGARTNER,
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2001; SOUZA et al., 2006). Por se tratar de um processo regulado, controlado por
uma diversidade de sinais extras e intracelulares, a apoptose é usada para
coordenar a morte, subseqlente a agressdo ou dano as células somaticas. Além
disso, a apoptose inclui mecanismos que organizam e ordenam O processo na
célula apoptotica, prevenindo a inflamacdo do tecido circundante. Doencas
relacionadas com supressao da apoptose incluem cancer, formacao de metastase
tumoral, doencas autoimune e infec¢des virais (SHAO et al, 1996; LIU et al.,
2001).

No contexto de mecanismo homeostéatico na regulacdo da populagédo celular
animal, a apoptose apresenta papel complementar, porém opositor a proliferacao
celular. Sado essenciais para o desenvolvimento do animal na fase inicial,
permanecendo também na fase adulta. Nos animais adultos, a morte celular
contrabalanca a proliferacao celular, mantendo a constancia da massa tecidual. A
remocado de células injuriadas por defeitos genéticos, senilidade, doenca, ou
exposicao a agentes nocivos € possivel pelo processo da apoptose. Mais ainda, a
resposta imunoldgica normal requer eliminacdo regulada de populacdes celulares
especificas por este tipo de morte celular (SAIKUMAR et al., 1999).

Apoptose tém importante papel bioldgico no desenvolvimento e homeostasia
da populacao celular, como também na patogénese de processos patologicos. O
excesso e deficiéncia da apoptose contribui para uma variedade de doengas como
no envolvimento da progressdo e regressao de tumores. Os avangos no
conhecimento deste processo sdo estimados pela identificacdo de “death genes”
h& uma década atras (SHAO et al., 1996).

Uma célula em apoptose pode ser identificada pelos exames histopatolégico,
de acordo com as caracteristicas morfologicas tipicas, e mediante técnicas
imunoistoquimicas, utilizando marcadores especificos (SAIKUMAR et al., 1999;
ALTUCCI & GRONEMEYER, 2001; LIU et al., 2001).

Os componentes chave nesta auto-destruicdo sao os membros da familia das
caspases. Além disso, pode-se concluir que o mitocéndria tem grande importancia
em determinar quando a célula ird entrar no caminho da apoptose (KAUFMANN &
HENGARTNER, 2001).
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As caspases estdo todas implicadas na regulacéo e execucdo da apoptose.
Séo proteoliticamente processadas para sua forma ativa, compostas de residuos
cataliticos de cisteina e determinantes que controlam a especificidade de
substratos (SCHMITZ et al., 2000; ALTUCCI & GRONEMEYER, 2001). Estes
substratos sao agrupados em diferentes classes de acordo com sua funcéo. Entre
estas, estdo as proteinas pré e anti-apoptoticas (KAUFMANN & HENGARTNER,
2001).

Ha duas familias de caspases, de acordo com o comprimento de seu
dominio terminal NH,. As caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9 e 10 tém longos dominios e tem
funcdo em regular a apoptose. Caspases 3, 6 e 7 tém dominios curtos e sao
responsaveis pela execugcdo da apoptose. A caspase 3 € a executora terminal,
essencial para as alteragbes nucleares associadas a apoptose (ZORNIG et al.,
2001).

As caspases podem ser divididas de acordo com suas func¢des. O primeiro
grupo, o qual esta implicado na maturacéo das citocinas incluem a caspase 1, 4, 5
e 14 (LOS et al., 2003). O segundo grupo, que envolvem as caspases 2, 3, 6, 7, 8,
9 e 10, que estao literalmente implicadas na apoptose. O mecanismo de apoptose
€ executado por uma cascata de ativacao sequencial de caspases iniciadoras e
efetoras. As iniciadoras, que incluem as caspaes 2, 8, 9, 10 e 12, apresentam
longos prodominios com reconhecimento da interacdo homotipica proteina-
proteina, como os dominios efetores da morte (DED) ou do recrutamento do
dominio das caspases (CARD) que contribuem com a transducéo de varios sinais
para a atividade proteolitica. As duas principais funcdes das caspases iniciadoras
(8 e 9) é distiguir as vias a qual culmina na ativacdo do principal efetor a
procaspase 3. Caspase 3, 6 e 7 sdo sabidamente caspases efetoras, séo
responsaveis pela clivagem da maioria dos substratos apoptéticos ja conhecidos,
como o fator fragmentador de DNA 45 (DFF 45), poli- (ADP-ribose) polimerase
(PARP), sendo todas estas caracterizadas com a apoptose nuclear (KAUFMANN
& HENGARTNER, 2001).

Apoés exposicdo de uma célula aos estimulos apoptéticos, o citocromo ¢ é

liberado da mitocondria ao citosol, o qual representa um dos varios fatores
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implicados na ativagdo proteolitica da caspase-3 pela caspase-9 (Apaf-3)
(SAIKUMAR et al.,, 1999; ZORNIG et al.,, 2001). Bioquimicamente, foram
identificadas duas proteinas citoplasmaticas, Apaf-1 e Apaf-3, que junto ao
citocromo ¢ formam um complexo, que ativard a caspase-3 (HUANG & OLIFF,
2001).

Por outro lado, todos esses fatores pro-apoptoéticos sofrem a influéncia dos
fatores bcl-2/bcl-x (L), localizados na membrana mitocondrial externa. O bcl-2
blogueia a apoptose tanto bloqueando a liberacéo do citocromo ¢ como se ligando
ao Apaf-1 prevenindo a ativagdo da caspase 9. Alternativamente, membros proé-
apoptoticos da familia bcl-2, como Bax, Bak e Bik, promovem a apoptose
deslocando Apaf-1 do Bcl-2/x (L) (OWUOR & KONG, 2002).

De um modo global a regulacédo da apoptose pode ser exemplificada pela
acado do p53 que pode diminuir a expressdo dos niveis de bcl-2 e aumentar os
niveis do Bax. O Bax € liberado para a membrana mitocondrial, com consequente
liberacdo do citocromo c para o citoplasma, ativando a cascata das caspases,
responsaveis pela quebra de proteinas importantes no nucleo e citoesqueleto.
Estas alteracdes conduzem para os ultimos passos da apoptose e das alteracdes
morfolégicas caracteristicas desta fase. Assim, a apoptose pode ser caracterizada
pela fragmentacdo do DNA e por corpos apoptéticos. Outro mecanismo possivel
de suprimir a apoptose pelo Bcl-2 surgiu da observacdo que sua expressao pode
afetar a homeostasia intracelular de Ca*? (ZORNIG et al., 2001).

O processo de apoptose pode ser induzido por uma variedade de
estimulos, incluindo a ativacdo de receptores de membrana como TNF/NGF,
incluindo integrantes de sua superfamilia (Fas) que sdo capazes de ativar as
caspases (SCHMITZ et al., 2000; SUYAMA et al., 2002).

Elevados niveis de apoptose foram significativamente associados com
fatores prognésticos desfavoraveis, incluindo carcinomas pouco diferenciados,
maior tamanho tumoral, elevados niveis de expressao ki 67 e elevados indices de
mitose. A média dos indices apoptoticos foi maior nos linfonodos metastéaticos que
no carcinoma primario. Desta forma foi fortemente associado com a progresséo do

carcinoma primario para a metastase ganglionar (VILLAR et al., 2001).
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A presenca de altos niveis de apoptose foi associado com aumento da
proliferacdo celular, negatividade para estrogeno, imuno-positividade para erbB-2
e p53, e menor sobrevida. Apoptose nao provou ter valor prognéstico
independente em ambos, linfonodo positivo ou linfonodo negativo (LIU et al.,
2001).

Qualquer descoberta é importante para a criacdo de novas terapias e
métodos de prevencdo, que poderdo evitar ou tratar com sucesso inameras

doencas hoje incuraveis.

Tratamento

Para as neoplasias mamarias em fémeas da espécie canina, a mastectomia
constitui a terapia de escolha, com excec¢do dos carcinomas inflamatérios e as
metéstases a distancia (WITHROW & MacEWEN, 1996).

Além de conhecer os fatores etioldgicos oncogénicos é de fundamental
importancia para a prevencdo que o médico veterinario oriente o cliente no que
refere-se a profilaxia neoplasica; - as exéreses neoplasicas com amplas margens
de seguranca combinadas com quimioterapia antineoplasica, constituem opc¢des
terapéuticas para prolongar a sobrevida de cdes acometidos por tumores
mamarios (HENDERSON et al., 1991; MORRIS et al., 1998; PERATONI, 1998;
FERREIRA et al., 2006).

O estudo da apoptose e do cancer estd comecando a esclarecer por que
muitos tumores resistem a radioterapia e a quimioterapia. Pensava-se que tais
terapias destruiam o tumor por necrose, mas agora sabe-se que as células
morrem em geral por apoptose. O que parece ocorrer é que tanto a radiagédo
guanto as drogas danificam o DNA das células cancerosas, ativando o gene p53 e
levando ao “suicidio” celular. Mas células cancerosas sem a p53 ou com altos

niveis de Bcl-2 ndo morrem, tornando indteis essas terapias (MUTO et al., 2000).
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Indicadores moleculares no cancer mamario em cadelas SRD

Com o avanco dos estudos moleculares, sdo grandes 0S progressos
oferecendo novas perspectivas para se conhecer melhor a génese e evolucdo do
cancer da mama. A expressao histoquimica e imunoistoquimica sao habitualmente
utiizadas para designar aqueles setores da histologia que permitem a
identificacdo e a localizacdo de compostos quimicos especificos nos tecidos e
células respectivamente. A grande maioria deles se baseia na producdo de
reacdes coradas, desenvolvidas em cortes de tecidos entre a substancia
pesquisada e o reagente utilizado. Apesar dessa aparente simplicidade, estes
dados sdo escassos em Medicina Veterinaria. Mais ainda, o uso associado desses
indicadores em cancer de mama de cadelas SRD, sdo até o momento
inexistentes. Assim, essa proposta contribuirA ndo s6 no aspecto clinico-
epidemiolégico, como também de documentacdo molecular do cancer mamaério de
cadelas, com grande potencial para entendimento deste modelo experimental para
estudos humanos.

Este estudo foi realizado para investigar o papel do indice de apoptose como
parametro para prognoéstico de cadelas SRD com carcinoma mamario. Foi
determinado pela expressao de caspase-3 e comparadas com parametros clinicos
tradicionais do cancer de mama. Adicionalmente foi determinado a expressao de

parametros funcionais incluindo PCNA.
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OBJETIVOS

Gerais

Associar o indice de proliferacdo celular e de apoptose pela
imunomarcagdo de células positivas para PCNA e caspase-3 com a
classificacdo histopatolégica e estadiamento clinico das neoplasias

mamarias em cadelas sem raca definida.

Especificos

Associar alteracdes de marcadores de proliferacdo e apoptose no tumor
primario e na metastase pulmonar;

Associar as caracteristicas clinicas do cancer de mama com o
comportamento proliferativo e apoptdtico avaliados pela técnica

imunoistoquimica.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes

Dentre os animais atendidos no servico de Patologia, foram selecionadas
40 cadelas, sem raca definida (SRD), de diferentes faixas etérias, agrupadas em
guatro grupos de 10 animais cada, classificados pelo TNMc em grupos no estagio
[, I, Il e IV da doenca. O critério de incluséo foi baseado na suspeita de neoplasia
mamaria confirmada pelo Servi¢co de Patologia mediante o exame clinico completo
e diagndstico histopatolégico. Foram obtidas junto aos seus respectivos
proprietarios, as histérias detalhadas e, em particular, as caracteristicas
relacionadas ao ciclo estral e reproducéo dos animais.

Para a realizacao deste estudo foram obedecidas as normas éticas exigidas
pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal — CEEA protocolo n° 29/99 e

incluiu a obtencao do consentimento esclarecido de cada proprietario.

Andlise microscopica

Para a realizacdo deste estudo desenvolveu-se protocolo para a coleta
sistematizada dos dados do exame histopatolégico e resultado. O protocolo foi
adaptado seguindo as referéncias de FERREIRA et al., 2003a.

A leitura do material foi realizada em microscépio de luz, seguindo os
critérios: 100x para avaliacdo da celularidade e qualidade da coloracdo; 200x para
as caracteristicas dos tipos celulares; e, por fim, o0 aumento de 400x para anélise

morfologica individual das células (caracteristicas nucleares e citoplasmaticas).
Analise clinica
Apdés a confirmacdo do diagndstico para malignidade, o laudo foi

encaminhado, como procedimento de rotina, para o profissional

(clinico/cirurgido/proprietario) responsavel pelo caso. Os animais foram
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identificados em fichas préprias, elaboradas para realizacdo deste estudo. Nestas
fichas foram registrados os dados de identificagdo do animal, o historico e o
exame clinico. O histérico da énfase ao comportamento reprodutivo (cios,
gestacdes, aborto e uso de anticoncepcionais), visto que o envolvimento hormonal
€ a hipbtese que tem conseguido maior confirmacédo junto aos pesquisadores e
clinicos (Anexo A).

Como meio de classificacdo da altura do animal, utilizou-se o método
aplicado pela Confederacdo do Brasil Kennel Clube (CBKC, 1987), obtido pela
mensuracdo da distancia entre o solo e a cernelha, permanecendo o animal em
posicdo quadrupedal. Desta forma aplicou-se como base as normas existentes
para os cdes com racga definida, utilizando-se a altura limite até 35cm para porte
pequeno, 36-46¢cm para porte médio e acima de 46¢cm para porte grande.

A analise da condicdo corporal seguiu a metodologia aplicada em estudo
anterior, para a avaliacdo da composicao corporal e achados fisicos, por meio da

visualizacdo e um simples exame fisico (BURINI, 2002).

Classificagéo clinica da neoplasia

Ap6s a confirmacao do cancer mamario e caracterizacdo do quadro clinico,
foi realizado o estadiamento clinico da doenca utilizando-se o sistema TNM-clinico
(Tumor-Linfonodo-Metastase) para cancer de mama, elaborado pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS). Tem como base a dimenséo do tumor (T), a avaliacdo
da extensdo aos linfonodos (N) e a presenca ou ndo de metastases a distancia
(M). Apos a avaliacdo destes fatores, os casos foram classificados em estagios
gue variam de | a IV graus crescentes de acordo com a gravidade da doenca
(Quadro 1) BRASIL, 1998.

Nos casos de multicentricidade utilizou-se o diametro do maior tumor e em
casos de tumores bilaterais apenas o tumor com estagio mais avancado foi
considerado.

A classificacao pelo TNM-clinico (MISDORP et al., 1999) tem como base os

seguintes critérios:
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T= Tamanho ou Extensdo Tumoral (maior didametro do tumor primario)

TX — tumor primario nao pode ser avaliado

TO — nenhuma evidéncia de tumor primario

TIS — carcinoma in situ ou doenca de Paget do mamilo sem tumor adjacente

T1 -2 cm ou menos

T2->2,0até 50cm

T3->5,0cm

T4 — qualquer tamanho de tumor com extensdo direta para parede toracica ou
abdominal ou pele

T4a — extensao a parede toracica

T4b — edema, ulceracdo da pele ou nddulos cutaneos satélites confinados a
mesma mama

Tdc=T4a + T4b

T4d — carcinoma inflamatério

N = Envolvimento Linfonodal

Nx — linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO — auséncia de metastases para linfonodos regionais

N1 — metastases para linfonodos regionais ipsilaterais moéveis

N2 - metastases para linfonodos regionais ipsilaterais fixos (linfonodos fixos uns
aos outros ou fixos a outras estruturas)

N3 — metastases para linfonodos da cadeia mamaria interna ipsilateral

M = Metastase a Distancia

Mx — metastases ndo podem ser avaliadas

MO — ndo existem metastases

M1 — presenca de metastases a distancia



48

Quadro 1 - Estadiamento clinico pela classificagdo TNM (MISDORP et al., 1999).

Estadiamento clinico

Estadiamento | Tamanho | Linfonodo | Metastase
Estadio O TIS NO MO
Estadio | T1 NO MO

Estadio IIA TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Estadio 11B T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio IlIA TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO

Estadio 11I1B T4 *qQqN MO
*qqT N3 MO

Estadio IV qqT ggN M1

*qqT- qualquer tamanho
*qgN- qualquer envolvimento linfonodal

Andlise histopatoldgica

Foram selecionadas 40 amostras de carcinoma primario das cadelas divididas
em quatro grupos de acordo com o estagio da doenca, adicionalmente foi
processada amostra das respectivas metastases pulmonares dos animais no
estagio V.

Para andlise histopatolégica foram realizados procedimentos rotineiros para
0 processamento da amostra em blocos de parafina, preparacdo de laminas e
posterior coloragdo por Hematoxilina e Eosina (H&E).

As neoplasias foram classificadas segundo a descricdo histolégica para
tumores mamarios em caninos recomendados atualmente pela Organizacdo
Mundial de Saude. As caracteristicas utilizadas para pontuacdo e soma dos
escores para posterior classificagdo conforme o grau de malignidade estéo

descritos no Quadro 2.
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Quadro 2 — Caracteristicas utilizadas para classificacdo de tumores mamarios de

cadelas conforme o grau de malignidade.

Caracteristicas Escore

1. Formacdo de tdbulo: um ponto para formacdo de tubulos 123
bem marcada; trés pontos para pouco ou henhuma tdbulo
2. Hipercromatismo e mitoses: um ponto se uma figura mitética 123
€ vista ocasionalmente; dois pontos se duas ou trés figuras séao
vistas; trés pontos se o nimero ¢é alto
3. Tamanho e forma irregular do ndcleo: um ponto se os 12 3
ndcleos sdo proporcionais em tamanho e forma, trés pontos
guando o pleomorfismo é marcado.
Total do escore Grau de malignidade

3-5 I

6-7 Il

8-9 "

Fonte: Misdorp, 1999

Por outro lado, foi proposto outro sistema classificatorio, os quais se
baseiam em classificagdo histolégica descritiva, que também contemplaria o fator
prognéstico da neoplasia avaliada. Isto se deve a resultados conflitantes entre
carcinomas compostos por componentes exclusivamente epiteliais (Tipo simples)
e carcinomas com envolvimento de células mioepiteliais (Tipo complexo), neste
ultimo inclui as neoplasias com elementos heterélogos como formacdes ésseas e

cartilaginosas.

Andlise imunoistoquimica

Efetuou-se a analise imunoistoquimica de 50 amostras de cancer de mama
(40 tumores mamarios primarios e em 10 casos suas respectivas metastases
pulmonares). As 10 metastases pulmonares sdo dos animais no estagio IV da

doenca.
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Para realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os blocos de parafina
foram novamente cortados em micrétomo com espessura de trés pum e distendidos
em laminas histoldgicas previamente preparadas com Organsylane (Sigma-Aldrich
A3648) com o intuito de promover maior aderéncia dos cortes as laminas, evitando
a perda do material durante o procedimento imunoistoquimico. As laminas foram
estocadas em estufa com temperatura entre 55 e 58°C por 24 horas, e
transferidas para cubas de vidro vertical para iniciar a técnica.

A técnica de imunoistoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servi¢o de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu.

A desparafinizagéo foi realizada com dois banhos em xilol de 30 minutos
cada em temperatura ambiente.

O processo de desidratacdo foi realizado com passagens em alcool
absoluto (trés vezes de trés minutos), alcool 95° e alcool 85°.

Iniciou-se entdo a recuperacdo antigénica, com o propésito de liberar os
epitopos antigénicos do tecido, bloqueados pela solugdo fixadora (formol
tamponado a 10%). Este processo variou conforme o anticorpo primario a ser
empregado. Solucéo de citrato pH 6,0 foi previamente aquecida a 97°C em banho
Maria, em seguida as laminas foram colocadas na solugdo e permaneceram nesta
mesma temperatura por trinta minutos. Apos o término desta fase as laminas
foram deixadas em temperatura ambiente durante vinte minutos para
arrefecimento, sendo posteriormente lavadas com agua destilada.

A fase seguinte consistiu do bloqueio da peroxidase enddégena por imersao
das laminas em uma solucdo de peréxido de hidrogénio 10 volumes por 20
minutos. Em seguida o material foi lavado em agua destilada e banhado duas
vezes, de cinco minutos cada, em solucdo de TRIS (10mM ph7,4).

O material foi incubado durante uma hora com BSA 1% no intuito de reduzir
a coloracao de fundo. Entdo, os anticorpos primarios foram diluidos em solucao de
BSA 1%, sendo em seguida aplicados as amostras, e estas incubadas em camara

Uumida por 18 horas (“over-night”) a temperatura de 4°C (Tabela 1).
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Tabela 1- Anticorpos primarios utilizados, tipo de marcacdo, marca e diluicdes

padronizadas.

Anticorpo Tipo de Clone Marca Diluicdo
primario marcagao padronizada
Caspase-3 Nuclear ASP175 | Cell Signing 1:200
PCNA Nuclear PC10 Dako 1:50

O controle negativo para proteinas inespecificas foi realizado substituindo-
se 0 anticorpo primario por BSA 1% (0o mesmo utilizado na diluicdo dos
anticorpos). Como controle negativo especifico, substituiu-se o anticorpo primario
monoclonal ou policlonal por imunoglobulinas produzidos em camundongo® e em
coelho?, respectivamente.

Para diminuicdo das reacdes inespecificas dos anticorpos secundarios, na
reacdo com O anticorpo primario anti-caspase-3 clivada, utilizou-se ainda soro
normal de cabra® antes da incubacé&o dos anticorpos primarios.

Apés este periodo procedeu-se a lavagem das amostras em solucdo de
TRIS (dois banhos de cinco minutos cada), a incubagdo com anticorpo biotinilado
e posteriormente com a solucdo streptavidina-peroxidase, ambas do kit LSAB?,
por 30 minutos cada reacdo, em camara Umida, a temperatura ambiente. Entre as
duas reag0Oes e ao final da segunda lavaram-se as amostras com TRIS por duas

vezes de cinco minutos cada. Utilizou-se ainda, para o anticorpos primario anti-

! Negative Control Mouse, Dako Cytomation, cod. N1698, Via Real, Carpinteria, CA, USA
2 Negative Control Immunoglobulin, Dako Cytomation, cod. X0903, Carpinteria, CA, USA
® Goat Serum (Normal), Dako Cytomation, c6d. X0907, Via Real, Carpinteria, CA, USA

“ Dako c6d. K0690
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caspase 3 clivada, o sistema de visualizacdo EnVision Dual Link®> composto por
um polimero ligado ao anticorpo secundario e a peroxidase, compativel com
anticorpos primarios produzidos em camundongos (monoclonais) e em coelhos
(policlonais). O produto foi aplicado sobre os cortes onde permaneceu por 30
minutos, apds este periodo o material seguiu 0 mesmo protocolo utilizado para o
kit LSAB.

Para visualizacdo da reacdo, os cortes foram cobertos com cromdgeno
(DAB liquido+)®, preparado no momento do uso, durante cinco a trinta minutos, a
depender do anticorpo primario, e logo depois banhados em TRIS, para a
interrupcao da reacdo, e entdo lavados em agua destilada por dez minutos.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por um
minuto, lavadas em agua corrente por dez minutos, passadas uma vez em agua
destilada e desidratadas. Esta etapa consistiu-se de uma passagem em alcool
85°, uma em A&lcool 95°, trés em &lcool absoluto e trés em xilol, cada etapa
durando cinco minutos. Cobriram-se as laminas com laminulas, aderindo-as com

resina sintética Permount’.
Avaliagcdo da imunorreatividade

A imunorreatividade para PCNA e caspase-3 foi considerada quando a
marcagao ocorria no nucleo celular e com intensa reagdo. Em cada preparacéo
foram contabilizados os nucleos positivos num total de 300 células, selecionando-
se para contagem as areas com imunorreactividade mais intensa e homogénea.

As contagens foram efetuadas em analisador de imagem, sempre pelo
mesmo observador e com a objetiva de 40x, estabelecendo-se em seguida a
percentagem de nucleos positivos (indice de proliferagcéo (IP) do PCNA e indice de
apoptose (IAPOP) da caspase-3).

A determinacao do indice proliferativo (IP) e indice de apoptose (IAPOP)

consistiram do percentual de células com marcagéo nuclear positiva para PCNA e

® Dako cdd. K4061
® Dako cod. K3468-1
" Fisher Scientific cod. SP15-500



53

caspase-3 em 300 células epiteliais contadas nos focos de carcinoma mamario

para cada anticorpo, por lamina.

Andlise estatistica

A associagdo entre variaveis qualitativas foi avaliada através de testes exatos
para tabela de contingéncia. Aplicou-se, nos demais casos, o teste t, para a
comparacao de duas meédias, e andlise de variancia, com o objetivo de comparar
mais de duas médias. Nas situacdes em que se detectou diferenca entre médias
por meio de andlise de variancia, procedeu-se com a execucdo do teste de
comparacdo de mdultiplas médias de Tukey, a fim de detectar quais, dentre as
médias comparadas, de fato diferem. Todas as conclusdes baseiam-se em um
nivel de 5% de significancia (VIEIRA, 2004; BUSSAB & MORETTIN, 2006).

Para comparar os estadiamentos com relacdo ao percentual de cadelas com
pseudogestacdo, castrada, multiparidas, que abortaram, que utilizaram
contraceptivo, que apresentaram secrecao vaginal e que possuem cio regular foi
utilizado o teste exato de Fisher ao nivel de significancia a = 0,05 (SAS, 1999).

Para comparar os estadiamentos com relacdo ao PCNA da mama e da
Caspase-3 da mama foi utilizado o teste F da Analise de variancia (ANOVA) para
amostras independentes ao nivel de significancia a = 0,05 seguido do teste de
Bonferroni para comparacdes multiplas. A verificacdo da normalidade das
varidveis PCNA da mama e Caspase-3 da mama na amostras dos diferentes
estadiamentos foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade entre
0s grupos foi testada por meio do teste de Leneve. Em ambos os testes o nivel de
significancia foi a = 0,05 (SAS, 1999).

Para comparar os tipos de carcinomas (simples e complexo) com relacdo ao
percentual de cadelas com pseudogestacdo, castradas, multiparidas, que
abortaram, que utilizaram contraceptivo, que apresentaram secrecao vaginal e que
possuem cio regular foi utilizado o teste de qui-quadrado ou o teste exato de
Fisher ao nivel de significancia a = 0,05 quando as pressuposi¢cdes para o uso do

teste de Qui-quadrado ndo eram atendidas.



54

Para comparar os grupos de carcinoma simples e complexo com relagdo ao
PCNA da mama e da Caspase-3 da mama foi utilizado o teste t de Student para
amostras independentes ao nivel de significancia a = 0,05. A verificacdo da
normalidade das variaveis PCNA da mama e Caspase-3 da mama nos dois
grupos foi testada utilizando o teste de Shapiro Wilk ao nivel de significancia a =
0,05 e a verificagao da igualdade de variancia entre os grupos foi testada por meio
do teste de Levena ao nivel de significancia a = 0,05 (SAS, 1999).

Para comparar o tumor primario com metastase pulmonar em relacdo ao
PCNA e Caspase-3 no estadiamento IV foi utilizado o teste t de Student para
amostras independentes ao nivel de significancia a = 0,05. A verificacdo da
normalidade das variaveis PCNA e Caspase-3 foi testada utilizando o teste de
Shapiro Wilk ao nivel de significancia a = 0,05 e a verificacdo da igualdade de
variancia entre os grupos foi testada por meio do teste de Levena ao nivel de
significancia a = 0,05 (SAS, 1999).

Para comparar os graus de malignidade | e Il em relacdo ao IP da mama e da
IAPOP da mama foi utilizado o teste de Mann-Whitney para amostras
independentes ao nivel de significancia a = 0,05. A verificacdo da normalidade das
variaveis PCNA e Caspase foi testada utilizando o teste de Shapiro Wilk ao nivel
de significancia a = 0,05 (SAS, 1999).

Para estudar o efeito da ulceracéo sobre o PCNA da mama e da Caspase-3 da
mama foi utilizado o teste de Mann-Whitney para amostras independentes ao nivel
de significancia a = 0,05. A verificacdo da normalidade das variaveis PCNA e
Caspase-3 foi testada utilizando o teste de Shapiro Wilk ao nivel de significancia a
= 0,05 (SAS, 1999).

Para estudar o efeito da presenca de linfonodo positivo (metastase) sobre o
PCNA da mama foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes ao
nivel de significancia a = 0,05 e sobre a Caspase-3 da mama foi utilizado o teste
de Mann-Whitney para amostras independentes ao nivel de significancia a = 0,05.
A verificagdo da normalidade das varidveis PCNA e Caspase-3 foi testada

utilizando o teste de Shapiro Wilk ao nivel de significancia a = 0,05 (SAS, 1999).
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RESULTADOS

No presente trabalho, pelo nimero de animais avaliados, optou-se pelo
agrupamento dos animais nos estagios tumorais | (local), Il (Ae B), lll (Ae B) e IV
(metastatico).

Os resultados individuais dos caes no estagio | da doenca estdo
apresentados nos anexos A, B, C e D; do estagio Il nos anexos E, F, G e H; do
estagio 1l nos anexos I, J, K e L e do estagio IV nos anexos M, N, O e P.

O estudo foi realizado com 40 cadelas sem raca definida, de diferentes
portes apresentavam cancer de mama. Foram estudados animais de 3 a 15 anos
de idade, 37 (92,5%) deles acima de 6 anos, 19 (47,5%) com idade superior a 10
anos e dois animais (5%) com idade de trés anos. O porte dos animais variou de
quatro de porte pequeno (10%) e porte médio (45%) e grande (45%). A obesidade
esteve presente em 22 (55%) cadelas. Em 32 (80%) cadelas a alimentacéo era
mista, caseira e industrial, sendo que oito cadelas (20%) receberam

exclusivamente comida caseira e nenhuma, exclusivamente racao (Figura 1).

100%:-
80%:
60%
40%/

20%-

0%-
Acima de seis  Porte médio Obesidade Alimentacao
anos mista

Figura 1- Percentual de animais com as principais caracteristicas

clinicas e epidemiolégicas avaliadas (n=40).
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Pela historia da doenca atual 30 cadelas (75%) eram multiparas, quatro
animais tiveram pelo menos um abortamento até o momento do diagndstico,
percentual idéntico ao numero de cadelas castradas. 37 cadelas (92,5%)
apresentaram cios regulares, 16 (40%) ja tiveram pseudogestacdo e oito (20%)
foram submetidas a administragéo de contraceptivos (Figura 2).

As lesbes mostraram-se mais freqientes nas mamas inguinais,
acometendo 28 animais (70%) com distribuicdo semelhante entre as cadeias
direita 31 (77%) e esquerda 33 (82,5%). A distribuicdo foi crescente no sentido
antero-posterior em ambas as cadeias. Dentre as 40 cadelas, sete (17,5%)
apresentaram um Unico nodulo mamério enquanto que o envolvimento
multicéntrico estava presente em 33 (82,5%) animais. O envolvimento bilateral das

mamas acometeu 24 animais (60%) Figura 3.

100%-
80%-
60%-
40%-

20%+

0%+

Figura 2- Prevaléncia dos animais com as caracteristicas reprodutivas estudadas.
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Figura 3- Cadela SRD de porte grande - TNMcll, portadora de cancer de mama

multicéntrico bilateral.

Prevaleceu o tamanho tumoral menor que cinco centimetros de diametro
em 15 animais (37,5%) acometidos. Como caracteristica clinica geral da amostra
tumoral, ha evidéncia estatistica de associa¢do entre os estagios da doengca com o
aspecto clinico do tumor (sélido, cistico e infiltrativo) P=0,00023 (Tabela 2).

Apesar de nado existir evidéncia estatistica de associacao entre os estagios
da doenca e a consisténcia do tumor (firme, macia e elastica), prevaleceram o0s
tumores de consisténcia firme (Figura 4).

Dentre as associa¢des de imunomarcagao para os anticorpos primarios PCNA
e caspase-3 nao houve evidéncia estatistica de que IP e IAPOP sejam diferentes

dentre os tamanhos tumorais.
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Tabela 2- Diferenca estatistica de associacdo entre os estagios da doenca e

aspecto clinico do tumor.

Aspecto Estagio Total
clinico | Il 11 AV
Solido 10 26
Cistico 4
Infiltrativo 0 6 4 10
Total 10 10 10 10 40
P=0,00023
100%+
80%+4
60%+4
40%4
20%+4
0%+
N\ -y s )
FEF{\ %’Z}' QQ\ @ q‘) ‘
SR o
N &

Figura 4- Porcentagem de animais em cada caracteristica clinica estudados

dos tumores de mama.
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A média de idade de acordo com o estagio da doenca entre os animais foi
de dez anos para os estagio Il e Ill, nove anos para o estagio | e sete anos para o
estagio IV (Tabela 3).

N&o houve associacao significativa do estadiamento clinico do tumor com
as variaveis idade e obesidade. Embora sem associacao significativa da idade
sobre o estadiamento tumoral, o estagio Il foi mais freqiiente nos animais mais
velhos (média de 10 anos) e a forma mais grave da doenca nos animais com
idade entre seis a nove anos (meédia de 7,5 anos). Com a mesma limitagdo
estatistica, a maioria dos animais obesos esteve distribuida no estagio Il (80%),
seguido dos estagios | e lll (50%) e com menor freqiéncia no estagio IV (40%)
Figura5 (Tabela 4).

Tabela 3 - Distribuicdo da frequéncia do estadiamento clinico neoplasico de

acordo com a idade dos animais.

Idade Estagio Total
I I 11l v

Até 5 1 1 1 3

6-9 5 18

> 10 4 8 2 19

Total 10 10 10 10 40

*|dade = anos
P=0,22



60

Figura 5- Cadela SRD — TNM-I (A). Cadela SRD — TNM-II (B). Cadela SRD —
TNM-III (C). Cadela SRD —TNM-IV (D). Raio x correspondente ao animal anterior,

onde observa-se metastase pulmonar (E).
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Tabela 4- Distribuicdo da frequéncia do estadiamento clinico com a condicdo

corporal dos animais.

Condicéao Estagio Total
corporal I Il 1] A\
Peso ideal 4 1 2 6 13
Acima do peso 1 1 - 5
Obeso 5 8 5 4 22
Total 10 10 10 10 40
P=0,15

Embora sem associacdo estatistica, prevaleceram no estadiamento clinico
[, Il e IV os animais de porte grande com metade dos casos, e no estagio Il

prevaleceu o porte médio (70%) Tabela 5.

Tabela 5- Distribuicdo da frequéncia do estadiamento clinico com o porte dos

animais.
Porte Estagio Total
I Il " v
Pequeno 2 - 4
Médio 3 18
Grande 5 3 18
Total 10 10 10 10 40

P=0,15
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Nenhuma das caracteristicas reprodutivas das cadelas tiveram diferenca

significativa entre os estagios da doenca (Tabela 6).

Tabela 6- Distribuicdo da casuistica em cada caracteristica entre o0s

estadiamentos da doenca.

Estadiamento

Caracteristicas PO
I (n=10) Il (n=10) Il (n=10) IV (n=10)

Pseudo Gestacgéao (%) 60,0 20,0 40,0 40,0 0,391
Castrada (%) 10,0 20,0 10,0 0,0 0,890
Crias (%) 80,0 70,0 60,0 90,0 0,621
Aborto (%) 0,0 20,0 20,0 0,0 0,299
Uso de contraceptivo (%) 0,0 40,0 20,0 20,0 0,206
Secrecdo vaginal (%) 10,0 20,0 30,0 10,0 0,804
Cio regular (%) 100,0 90,0 100,0 80,0 0,595

(*) Teste exato de Fisher ao nivel de significancia a = 0,05.

Os valores de IP ndo apresentaram diferenca significativa entre os
diferentes estagios da doencga, no entanto houve evidéncia estatistica de que a
média de IAPOP seja diferente entre os quatro estagios. Verifica-se maior
guantidade média de células imunomarcadas para caspase-3 no estagio lll em
relacdo aos estagios | e Il. Estima-se que este incremento seja de
aproximadamente 35 nucleos celulares imunomarcados a mais no estagio Il que

os dois estagios iniciais (P<0,001) Tabela 7 (Figuras 6 e 7).
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Tabela 7- Resumo descritivo e valores de PCNA e caspase-3 referentes as

comparagdes entre os estadiamentos da doenga.

Biomarcadore

Estadiamento

*)
p
| (n=10) Il (nN=10) Il (n=10) IV(n=10)
25,60 37,90 = 32,40 = 35,90 +
PCNA 6,85 15,82 11,58 10,62 0,112
29,20 28,90 = 64,70 = 45,10 = <0,001%
CASPASE-3 9,37 19,24 18,64 24,44 )
(*) ANOVA ao nivel de significancia a =0,05.
(1) I<ll(p=0,001) ; Il <l (p=0,001) — Teste de Bonferroni
100%-
80%- O Caspase-3
60%+
40%-+
20%+
0%+
N N N Q
N N N N
,«é &é &$® &$®

Figura 6- Relacdo entre o estadiamento clinico (TNM) e o IAPOP avaliado

pela caspase-3.
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Figura 7- Carcinoma simples - TNM I, histopatoldgico positivo para caspase-3 40x

(A). Carcinoma simples - TNM lll, histopatolégico positivo para caspase-3 40x (B).

As associagdes dos biomarcadores PCNA e caspase-3 ndo apresentaram
diferengas significativas entre as cadelas linfonodo-positivas com as linfonodo-
negativas (Tabela 8). Por outro lado a caspase-3 mostrou associacao significativa
entre os tumores ulcerados e aqueles néo ulcerados (P<0,049) Tabela 9.

Desta forma, IAPOP teve associacao positiva com as cadelas no estagio Ill

da doenca e portadoras de tumores ulcerados.

Tabela 8 - Resumo descritivo e valores de PCNA e caspase-3 referentes ao

estudo do efeito da presenca de linfonodo positivo.

_ Linfonodo Positivo
Biomarcadores _ p
N&o Sim
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PCNA 33,2+13,1 33,1+94

0,809W

CASPASE-3 36,0 (24,0 ; 50,5) 53,0 (28,0 ; 68,0) 0,225?

(1) Teste t de Student ao nivel de significancia a =0,05. Valores expressos em média e desvio-padrao.

(2) Teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia a =0,05. Valores expressos em mediana e quartis.

Tabela 9 - Resumo descritivo e valores de PCNA e caspase-3 referentes ao

estudo do efeito da ulceracéo tumoral.

. Ulcerado
Biomarcadores B .
Nao Sim

p()

PCNA 30,0 (24,5; 36,5)A 34,0 (26,0 ; 51,0)A 0,187
CASPASE-3 30,0 (24,0;41,5A 57,0 (38,0 ; 65,0)B 0,049

(*) Teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia a =0,05.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Mann-Whitney ao nivel de

significancia a =0,05.

No estagio terminal (IV) as associa¢cdes dos biomarcadores de proliferacédo

e apoptose celular ndo apresentaram diferenca significativa entre amostras de

tumor primario com suas respectivas metastase pulmonar. No entanto, ao nivel de

10% de significancia, pode-se afirmar que as médias de IAPOP no pulméo e na

mama sédo diferentes. Estima-se que a quantidade de células em apoptose no

pulmdo seja em média 27,1unidades nucleares imunomarcadas a mais que na

mama (Tabela 10) Figura 7.

Tabela 10 - Resumo descritivo e valores de PCNA e caspase-3 referentes as

comparacfes entre os tumores primario e metastatico no estadiamento V.

Local/Metastase

Biomarcadores p"
Mama Pulméo
PCNA 35,90 £ 10,62 36,20 £ 10,92 0,951
CASPASE-3 45,10 + 24,44 65,90 + 41,84 0,191

(*) Teste t de Student ao nivel de significancia a =0,05.
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O mama
100%- M pulméao

Figura 7- Média de IP e IAPOP entre o tumor primario e respectiva

metéastase pulmonar.

A frequéncia de carcinoma simples foi idéntica entre os estagios da doenca,
comprometendo 7 (70%) animais de cada grupo (Figura 8), restando trés animais
de cada estagio com carcinoma complexo (Figura 9) Tabela 11.

O estadiamento tumoral mais avancado (IV) foi mais frequente nos animais
com idade média de 8 anos, ndo obesos, portadoras do carcinoma simples.
Apesar dos animais ndo obesos prevalecerem no estagio IV, nenhum apresentou
como condicdo corporal a magreza ou até mesmo a caquexia, talvez pela
interferéncia do curso biolégico natural da doencga por parte dos proprietarios,

optando pela eutanasia.
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Figura 8- Cadela SRD portadora de carcinoma simples mamario — TNM IV (A).

Histopatologia correspondente - H&E 5x (B). Pulmao com metastase, fixado em
formalina 10%. Destaque, lobo pulmonar cranial direito (C). Histopatologia
correspondente - H&E 5x (D).
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Figura 9- Carcinoma complexo mamario — TNM IV (A). Histopatologia
correspondente - Masson 5x, (B). Histopatologia, metastase pulmonar - Masson
20x (C).
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Tabela 11- Distribuicdo da frequiéncia do estadiamento clinico conforme o tipo de

tumor.
Tipo de tumor Estagio Total
I [l 1" v
Carcinoma 7 7 7 7 28
simples
Carcinoma 3 3 3 3 12
complexo
Total 10 10 10 10 40
p=1

Dentre as portadoras de neoplasia mamaria, 28 (70%) delas apresentaram

exclusivamente o componente epitelial (carcinoma simples) Figura 10, e 12 (30%)

cadelas o carcinoma complexo (Figura 11).
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Figura 10 — Carcinoma simples maméario — M5E — TNMc IIl. Macroscopia

(A). Citopatologia — Giemsa 40X (B). Superficie de corte (C). Histopatologia —
Masson 5x (D).
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Figura 11- Carcinoma complexo mamario — M5E — TNMc V. Macroscopia (A).

Histopatologia correspondente — H&E 20x (B). Citopatologia — Giemsa 40X (C).

Histopatologia - Masson 5x (D).
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N&o houve diferenca estatistica entre os tipos de carcinoma com relacdo a
idade das cadelas. A mesma restricdo estatistica foi observada com relacédo ao
porte, condi¢do corporal e tamanho tumoral.

Com a mesma restricao estatistica apresentou-se a obesidade, vista em 16
animais (57%) com carcinoma simples e seis animais (50%) com carcinoma
complexo. Essa sequéncia foi observada também para a multiparidade (75% e
75%), cios regulares (96% e 83%) e castradas (11% e 8%) Tabela 12 e Figura 12.

Assim, nas cadelas portadoras de cancer mamario, prevaleceu o carcinoma
simples (70%), associado a obesidade (57%), multiparidade (82%), cios regulares
(89%), castradas (11%) e maiores expressdes de caspase-3 no estagio lll da

doenca.

Tabela 12 - Distribuicdo da casuistica em cada caracteristica reprodutiva entre 0s

carcinomas.
Caracteristicas carcinoma p
Simples (n =28) Complexo (n =12)
Pseudogestacao (%) 39,3 41,7 0,888"
Castrada (%) 10,7 8,3 1,000
Crias (%) 75,0 75,0 1,000
Aborto (%) 10,7 8,3 1,000
Uso de contraceptivo (%) 14,3 33,3 0,211¢
Secrecdo vaginal (%) 17,9 16,7 1,000
Cio regular (%) 96,4 83,3 0,209

(*) Teste de Qui-quadrado no nivel de significancia a = 0,05.

(**) Teste de exato de Fisher no nivel de significancia a = 0,05.
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W Carcinoma complexo
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Figura 12- Porcentagem de animais que apresentaram as caracteristicas

clinicas estudadas de acordo com o tipo de tumor

As variaveis IP IAPOP nédo apresentaram associacdo significativa entre os
tipos de tumores (carcinoma simples x carcinoma complexo), no entanto estes

indices foram superiores no carcinoma simples (Tabela 13) Figuras 13 e 14.

Tabela 13 - Resumo descritivo e p-valores referentes as comparacdes entre 0s

tipos de carcinoma.

Biomarcadores Carcinoma Simples Carcinoma Complexo O
p
n Minimo Maximo MédiazDP n Minimo Maximo Médiaz*DP
PCNA 28 15,00 64,00 33,14+12,35 12 16,00 54,00 32,50+12,24 0,881
CASPASE 28 9,00 100,00 45,14+2568 12 12,00 65,00 3458+1504 0,114

(1) Teste t de Student ao nivel de significancia a =0,05.
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Figura 13- Porcentagem de positividade para IP e IAPOP de acordo com o tipo

tumoral.

Figura 14 - Carcinoma simples — TNM I, positivo para PCNA 40x (A). Carcinoma

complexo, area condromatosa - TNM I, positivo para caspase-3 40x (B).
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Verificou-se que dentre os tumores complexos 75% apresentaram grau de
malignidade |, ou seja, o melhor prognéstico possivel para um tumor maligno
(Tabela 14). Chama a atencdo que nenhum entre os tumores complexos se
enquadraram no grau lll, ou seja a pior versdo tumoral. JA4 para o carcinoma
simples, verificou-se que ocorreram 68% de grau |, 29% de grau Il e (4%) com
grau lll. Grande parte dos tumores simples, foram do tipo tubulo-papilar, que se
trata do menos maligno dos carcinomas simples. justificando o maior nimero de

tumores grau | (Figura 15).

O Carcinoma simples

W Carcinoma complexo
100%-+

Figura 15- Distribuicdo dos tumores (carcinoma simples e carcinoma

complexo) pela graduacédo histopatolégica.
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Tabela 14 — Distribuicdo histologica descritiva de carcinomas mamarios com
respectivos graus de malignidade, recebidos para diagnostico.

Tipos Grau de malignidade Total
I Il 1]
Carcinoma simples 18 9 1 28
Carcinoma complexo 9 3 - 12
Total 27 12 1 40

Com a limitacdo de apenas um animal ser classificado no grau lll, a versdo
menos diferenciada entre os carcinomas, foi realizado andlise com os dois
primeiros graus de malignidade, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica

entre as variaveis IP e IAPOP de acordo com o grau histoldgico (Tabela 15).

Tabela 15 - Resumo descritivo e valores de PCNA e caspase-3 referentes as

comparacdes entre os graus de malignidade.

Grau de malignidade

Biomarcadores p®)

1 2
PCNA 26,0 (20,0 ; 36,0) 34,0(30,0;47,5 0,061
CASPASE-3 30,0 (24,0;61,00 37,5(32,0;61,5) 0,456

(*) Teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia a =0,05. Valores expressos em mediana e quartis.
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DISCUSSAO

Conforme o ja estabelecido pela literatura, o tumor de mama canino é
biologicamente similar a neoplasia mamaria na mulher, sendo considerada como
modelo experimental para carcinogénese mamaria (O’'BRIEN, 2000; CASSALI et
al., 2005).

A anamnese, 0os exames fisicos e complementares foram fundamentais na
definicdo do diagndstico, estadiamento do tumor, classificacdo da neoplasia e
instituicdo da terapia, conforme MORRISON (1998) afirmou.

Para Yamagamy et al. (1996), nos caes, o estadiamento clinico parece ser
tdo significante quanto a classificacdo histolégica. No presente trabalho o
estadiamento clinico foi de fundamental importancia para que se estabelecesse a
classificacado clinica precisa e de comum acordo com as citadas pela literatura.

O material proveniente de mastectomia e necropsia, junto ao
processamento rotineiro de cortes histolégicos processados e conservados em
parafina, corados em H&E proporcionaram aos clinicos/cirurgides diagnostico
definitivo. Com o0 exame clinico minucioso e auxilio do raio X, foi possivel detectar
a presenca de metastases a distancia, em especial as ganglionares e pulmonares
(estagio V).

Muitos dos trabalhos realizados nesta area (BOSTOCK, 1986; HELLMEN et
al., 1993; YAMAGAMI et al., 1996; PEREZ ALENZA et al., 1997) basearam-se na
classificacdo proposta pela O.M.S em 1974 (HAMPE & MISDORP, 1974). Moulton
(1990) simplifica esta classificagdo ao considerar como tumores complexos todos
os tumores com proliferagdo conjunta de células epiteliais e mioepiteliais, com ou
sem diferenciagéo cartilaginea e/ou 6ssea, 0 que nos pareceu adaptar-se melhor
a presente série de tumores. Dos tumores complexos deste estudo, 17%
apresentaram diferenciacdo Ossea, 25% diferenciacdo ostedide e 8%
diferenciacdo condréide. Este Ultimo apresentou aspecto clinico mais agressivo
como ulceracdo cutanea, envolvimento de linfonodos e metastase a distancia,

engquanto nos tumores com diferenciacdo ostedide 33% apresentou ulceracdo e
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envolvimento de linfonodos. Com estes achados, fica evidente seu comportamento
agressivo e potencial metastatico, apesar da menor incidéncia.

Em humanos, inUmeros estudos epidemioldgicos tém investigado o papel
das medidas antropométricas, incluindo peso ou indice de massa corporal, ganho
de peso, localizacdo topografica do tecido adiposo, relacionado com o risco de
cancer de mama (TRENTHAM et al., 1997; BALLARD, 1999; McTIERNAN, 2000;
GREENWALD et al., 2001). Uma vez presente, o cancer evolui inicialmente em
compasso nutricional com o hospedeiro, mas em estagios avancados acaba
desnutrindo-o resultando em emagrecimento e perda de peso (WOLFSHEIMER,
2000). No presente trabalho utilizou-se a classificagdo da condi¢cdo corporal como
indicador do estado nutricional e notou-se que nos casos mais avancados da
doenca os animais apresentavam menor indice de obesidade.

Ja estd bem estabelecido que a glandula mamaria é o sitio mais comum de
neoplasia nas cadelas (KOHLI et al., 1998), e que sua incidéncia aumenta
conforme a idade, mais rapidamente aos 6-7 anos de idade; 82% dos tumores de
mama ocorrem entre oito e 13 anos de idade nos caninos (SCHNEIDER et al.,
1969; ELSE & HANNANT, 1979; MOULTON, 1990; YAMAGAMI et al., 1996;
MacEWEN & WITHROW, 1996; STONE, 1998). De forma semelhante aos
trabalhos acima citados, 92% das cadelas apresentaram idade superior a seis
anos (média 9,7 anos) até o momento do exame, o0 que corresponde a cerca de 50
anos na mulher pela tabela de Lebeau (CASSALI, 2000). Certamente o fator idade
pode predispor as afec¢des oncoldgicas conforme afirmam inumeros autores, pois
no decorrer deste estudo ndo diagnosticou-se nenhuma neoplasia em animais
com poucos meses de idade, sendo, portanto, estes casos extremamente raros.

Estudos realizados no Brasil indicam que os tumores de mama ocorrem
com mais frequéncia em animais Sem Racga Definida, isso se deve ao fato de
haver o predominio de cdes mesticos em nosso pais (ZUCCARI, 1999;
FERREIRA et al., 2003).

A prevaléncia de cancer em cées estd aumentando consideravelmente. A
crescente incidéncia das afeccBes neoplasicas nessa espécie tem varias razoes,

entre elas est4 a maior longevidade observada nestes animais. Os fatores como a
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nutricdo com dietas balanceadas, as vacinacdes prevenindo mais precocemente
as doencas infectocontagiosas, 0s precisos metodos de diagndstico e também os
protocolos terapéuticos cada vez mais especificos e eficazes, contribuem para a
maior longevidade dos caes (WITHROW & MacEWEN, 1996; MORRISON, 1998).

A obesidade esteve presente em 55% dos animais, dentre os quais
prevaleceu também a alimentagdo mista, com comida caseira e industrial (80%).
Sabe-se que a obesidade é mais comum no sexo feminino, e que as fémeas
castradas apresentam risco duas vezes maior de desenvolvé-la. Em decorréncia
da menor concentracdo de hormdnios androgénicos, as fémeas tém menor taxa
metabdlica basal que os machos; uma vez castradas, a auséncia de todos os
hormdnios sexuais favorece o balango energético positivo. Além disso, a presenca
de estrégenos suprime o0 apetite em varias espécies e racas de animais, como foi
demonstrado em cadelas Beagle (JERICO & SCHEFFER, 2002).

Estudos também apontam maior predisposicdo a obesidade em alguns
subgrupos, como aqueles constituidos por animais adultos e pertencentes a racas
como Labrador, Cairn terrier, Cocker spaniel, Dachshund, Pastores de Sheetland
e Beagles (BORGES & NUNES, 1998). Curiosamente, também séo considerados
mais predispostos a obesidade aqueles animais cujos proprietarios sdo obesos
e/ou idosos, e freqilentemente lhes oferecem petiscos ou guloseimas (JERICO &
SCHEFFER, 2002).

O perfil etario dos animais do presente trabalho evidenciou cadelas SRD
obesas entre 3 e 15 anos de idade. Jericé e Scheffer (2002) relatam que a partir
da idade de dois anos a obesidade torna-se mais frequente atingindo sua
prevaléncia maxima na faixa etaria compreendida entre 5 e 8 anos de idade,
declinando suavemente até os 12 anos; a partir dai, decresce abruptamente.

Em cées foi demonstrado que animais magros possuem menor incidéncia
de cancer que os obesos, desse modo fatores nutricionais podem estar envolvidos
no desenvolvimento do tumor de mama (MacEWEN & WITHROW, 1996).

Cadelas obesas, no primeiro ano de vida, apresentam risco maior de

desenvolvimento de tumores no decorrer da vida (SORENMO, 1998).
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Fatores como obesidade, o qual pode influenciar no processo de iniciagéo
da carcinogénese mamaria, também poderia influenciar no progndéstico, mesmo
porque, as mulheres na categoria das ndo obesas, na maioria dos estudos,
apresentaram maior tempo de sobrevida (BIRKIMER, 1988; SENIE et al., 1992;
WOLFSHEIMER, 2000).

De acordo com Mathé (2000), obesidade afeta a expressao dos receptores
de progesterona e pode agravar o “curso” do cancer de mama. O risco relativo de
cancer mamario esta diretamente associado com o aumento do consumo de
gordura. Estudos com animais tém mostrado que o aumento da ingestdo de
gordura, durante o estagio de iniciagdo e promog¢do tumoral, pode aumentar o
desenvolvimento de neoplasias mamarias (VORHERR, 1987; RAY et al., 2001;
YOO et al., 2001).

Dietas inadequadas tém como consequéncia além do depdésito de gordura
no tecido subcutaneo, o aumento na conversao dos andrégenos em estrogenos.
As dietas hipercaldricas e/ou hipergordurosas promoveriam o crescimento de
bactérias capazes de converter colesterol em estrégenos no intestino grosso
(PINOTTI & TEIXEIRA, 2000). Uma dieta rica em gorduras, pobre em fibras e em
vitaminas pode ser considerada como fator de aumento do risco do cancer de
mama (BIRKIMER, 1988). O que pode ter ocorrido no grupo dos animais
estudados, em que 80 % dos animais eram alimentados com dietas caseiras e
talvez desbalanceadas.

Quanto aos habitos alimentares, alguns autores identificaram diferencas
entre a dieta de animais obesos e a dieta de animais ndo obesos. Os resultados
do presente trabalho apontam predominio (55%) de obesidade em cées que
ingeriam racdo industrial associada a comida caseira. A adicdo de outros
alimentos a uma dieta previamente balanceada, como é a ragdo comercial
(industrial), pode aumentar a densidade calérica do alimento. Por vezes, a
administracdo de petiscos ou de substitutos alimentares como forma de interacao
social e efetiva entre o proprietario e o cdo pode levar ao consumo excessivo de
nutrientes, de forma a exceder as necessidades energéticas do animal (JERICO &
SCHEFFER, 2002; STREIFF et al., 2002).
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Nos estagios terminais da doenca neoplasica, os animais desenvolvem
anorexia, perda de peso e se tornam letargicos. No entanto, nem toda perda de
peso nos pacientes com cancer se deve a anorexia, sendo parte da perda
associada a fatores humorais, sendo o principal deles o fator de necrose tumoral
(TNF) secretado pelas células tumorais ou pelos macréfagos (indiretamente
afetados pela neoplasia) (TRACEY & CERAMY, 1993; WOLFSHEIMER, 2000).

Neste estudo, 75% dos animais eram multiparas, com pseudogestacdo em
40% do total de casos.

Para a espécie canina ha controvérsias se o numero de filhotes teria efeito
protetor ou ndo na incidéncia de neoplasias mamarias (MOULTON et al., 1970).
Varios autores observaram que cadelas nuliparas, ou com ninhadas pequenas
tém maior chance de desenvolverem neoplasias da glandula mamaria. Alguns
autores acreditam que tumores mamarios sdo mais comuns em cadelas nuliparas
(STRANDBERG & GOODMAN, 1974). Kohli et al. (1998) também relatam a alta
incidéncia de neoplasia mamaria em cadelas nuliparas e em animais que tiveram
menor nimero de crias se comparados com cadelas que tiveram muitas crias. No
entanto para Morrison (1998) numero de filhotes, pseudogestacéo, ciclo estral
anormal ndo sao fatores significantes para tumorigénese mamaria.

A relacdo entre neoplasia mamaria e pseudogestacdo também gera
controvérsias. A pseudogestacdo € um fendbmeno normal do ciclo estral canino,
mas em algumas cadelas pode estimular ao aparecimento de sintomas clinicos
como secrecdo excessiva de leite e alteragbes comportamentais. Durante o
metaestro normal, progestagenos causam crescimento alveolar e secrecdo lactea,
junto com a proliferacdo das células mioepiteliais. No entanto, cadelas com
manifestacdes extremas de pseudogestacdo deverdo também apresentar
respostas exacerbadas a progesterona, ou menos provavel, altos niveis de
progesterona sérica. Vallance e Capel-Edwards (1971) foram capazes de induzir o
crescimento de ndédulos mamarios administrando altas doses de progesterona.
Assim como varios pesquisadores encontraram associacdo entre pseudogestacdo
e de neoplasia maméria, outros tantos ndo encontraram efeito significante da

pseudogestacdo na incidéncia destas. Considera-se também, que o leite retido
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cronicamente pode conter compostos quimicos que tém efeito carcinogénico sobre
o0 epitélio adjacente. Esses agentes podem atuar como indutores e/ou promotores
de neoplasia mamaria (ZUCCARI et al., 2001). Portanto, neste aspecto,
necessitam-se de mais estudos para se estabelecer com precisdo o envolvimento
da pseudogestacdo na carcinogénese mamaria (ELSE & HANNANT, 1979; MOL
et al., 1996).

Neste estudo, as lesGes foram mais freqientes nas mamas inguinais (70%).

A maior incidéncia de lesbes (benignas ou malignas) ocorre nos ultimos
pares sendo 60% destas nas mamas inguinais, como observado. Essa distribuicdo
anatdbmica pode ser atribuida ao maior volume dessas mamas, visto que ha uma
relacdo entre o tamanho glandular e a incidéncia de tumor (MOULTON, 1990;
ZUCCARI et al., 2001).

Prevaleceu a multicentricidade (83%) neoplasica com distribuicdo bilateral
(60%), sendo que 38% deles foram menores que 2 cm de diametro, e 75%
apresentaram aspecto néo ulcerado a avaliagdo macroscopica.

De forma semelhante aos demais mamiferos, a mama da cadela é um
orgao par e, como o cancer deste 6rgao € frequentemente um processo multifocal,
nao € incomum nestas espécies o desenvolvimento independente de cancer entre
as mamas (DONEGAN, 1988). O mdltiplo envolvimento das mamas com tumores
ocorre em 50% dos casos e sua presenca ndo parece alterar o progndéstico nos
caes (MOULTON, 1990; STONE, 1998).

Céancer de mama bilateral pode ser resultado tanto de metastases ou do
desenvolvimento de um segundo carcinoma primario. Nenhum dos critérios
disponiveis é valido para fazer esta distincdo. No entanto, de acordo com estes
critérios, duas ou mais neoplasias malignas podem coexistir de forma primaria
independente apenas quando: (1) cada uma apresentar caracteristica histologica
propria, (2) os tumores forem separados e localizados em 6rgéos diferentes, e (3)
cada um produzir suas proprias metastases. Muitos outros critérios foram usados
por outros autores, mas nenhum € completamente/totalmente aplicavel para o
problema do cancer mamario bilateral. A decisdo deve ser feita na preponderancia
das evidéncias (LEIS & URBAN, 1978).
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Em nosso estudo, se a neoplasia foi encontrada no interior do parénquima
de uma segunda mama no momento do, ou a qualquer momento subsequente ao
exame clinico, e avaliagdes laboratoriais n&o revelarem evidéncias de
disseminacdo, a segunda lesdo foi considerada como um cancer primario
independente. Devido a variabilidade do crescimento neoplasico e o potencial da
existéncia pré-clinica prolongada, algumas vezes ndao é possivel ter certeza
guando e por quanto tempo dois tipos de neoplasia coexistem (DONEGAN &
SPRATT, 1988).

Sem duvida, o sinal clinico mais comum do cancer mamario € uma massa
presente na mama (DONEGAN, 1988; MISDORP et al., 1999). Neste estudo todas
as neoplasias diagnosticadas foram de lesdes palpaveis, 0 que certamente
facilitou a realizagéo do exame clinico.

O tamanho do tumor tem mostrado associagao estatisticamente significativa
com a sobrevida total dos animais. Muitos autores obtiveram o0sS mesmos
resultados quer em tumores mamarios canino (MISDORP & HART, 1976;
PARODI, 1983; YAMAGAMI et al., 1996; PEREZ ALENZA et al., 1997) como em
tumores mamarios humanos (CHU et al., 1998; JACQUEMIER et al., 1998; KATO
et al., 1999).

Apesar de Moulton (1990) e Kohli et al. (1998) afirmarem que a grande
maioria dos tumores complexos mamarios atingem dimensdes menores que cinco
centimetros, sendo muitos, menores de 1 cm de diametro, Shull e Maddux (1999)
afirmam que estes tumores complexos podem evoluir para grandes dimensodes e
vém a ulcerar, mas apresentam baixa expectativa de invasdo ou metastase, o
mesmo afirma Mesa (1988) que estes tendem a ser grandes (4,7 cm). Kohli et al.
(1998) relatam que o potencial de malignidade do tumor complexo é
provavelmente baixo.

Corroborando com estes achados, verificamos que dentre os tumores
complexos 75% apresentaram grau de malignidade |, ou seja, tumores bem
diferenciados. Chama a atencdo que nenhum, entre os tumores complexos, se
enquadraram no grau lll, ou seja anaplasicos. Ja para o carcinoma simples,

notamos que ocorreram 68% de grau |, 29% de grau Il e 4% de grau lll. Grande
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parte dos tumores simples, foram do tipo tubulo-papilar, que se trata do menos
maligno dos carcinomas simples. justificando o maior nimero de tumores grau |.

Vérios estudos indicam uma relacao clara entre o tamanho do tumor e a
sobrevida do paciente, mesmo sem o comprometimento de linfonodos regionais. A
incidéncia de recidiva também esta relacionada ao tamanho tumoral. Pacientes
com tumores maiores apresentam prognéstico significantemente desfavoravel,
estando também associados a uma maior incidéncia de comprometimento nodal.
Neste estudo os animais que apresentaram envolvimento de linfonodo (n=11)
continham tumores maiores que trés centimetros (82%), sendo a maioria nos
tumores com mais de seis centimetros de diametro (55%).

O tamanho tumoral, junto a outros fatores, particularmente o status dos
linfonodos regionais, pode definir um amplo espectro prognéstico para a
orientacéo sobre o uso de terapia adjuvante (COUTO & NELSON, 1994; STYLO &
WOOD, 1996; YAMAGAMI et al., 1996; FRANCO, 1997; MORRISON, 1998).

Dentre os marcadores moleculares de proliferacao celular (PCNA), os
estudos ndo apresentaram correlacdo significativa com o tamanho tumoral
(TAHAN et al.,, 1993; HORIKUCHI et al., 1998), o mesmo foi observado no
presente trabalho. No entanto, em alguns trabalhos citados na literatura mostram
gue maiores indices apoptoticos foram significativamente correlacionadas com o
tamanho do tumor (VILLAR et al., 2001). N&o foi encontrado diferenca significativa
entre o tamanho tumoral e o indice apoptotico no presente trabalho.

Apenas trés casos (8%) foram diagnosticados como carcinoma inflamatoério,
sendo um deles do tipo complexo. Vale a pena ressaltar que esta é uma afeccao
extremamente agressiva de carater clinico-patologico com manifestacbes
cutédneas de hiperemia e edemaciacéo difusa entre as mamas e que geralmente
nao apresentam massa dominante (DODD & LAYFIELD, 1996; SILVERMAN,
1996). Os sinais clinico-patolégicos caracteristico podem iniciar o processo
(carcinoma inflamatério primario) ou pode aparecer depois, no decorrer do seu
curso (carcinoma inflamatério secundario), sendo este ultimo menos frequente. Os

dois tipos carregam o progndstico grave (DONEGAN, 1988).
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Natural que haja diferenca estatistica entre a presenca de ulceragéo
(P<0,0001) tumoral e envolvimento de linfonodos (P<0,0001) entre os estagios da
doenca, uma vez que sao critérios classificatérios para o estadiamento clinico Ill e
V.

A ulceracdo cutanea ocorre com relativa frequéncia nos tumores mamarios
caninos (PEREZ-ALENZA, 1994). Nos nossos dados e de acordo com Zarate
(1996), constatamos que a ulceracdo cutanea ndo foi exclusiva do grupo dos
carcinoma simples, estando associada significativamente com a malignidade.

Ulceracbes tém efeito negativo significante no tempo de sobrevida das
cadelas com diagnostico de tumores malignos (HELLMEN et al.,, 1993). No
presente estudo, 73% dos tumores apresentaram aspecto ndo ulcerado. No
entanto, quando considerado as lesdes ulceradas, estas prevaleceram no estagio
lIl (80%) e nos carcinomas do tipo complexo (42%). O indice apoptético, avaliado
pela imunomarcacdo para caspase-3 mostrou-se mais sensivel em diferenciar
lesGes com aspecto ulcerado, reforcando sua correlagdo com as variaveis clinico-
patoldgicas.

SCHONDOREF et al. (2004) relatam que elevados indices de apoptose
indicam melhor prognostico. Em contrapartida, iniUmeros sdo os trabalhos que
correlacionam os elevados niveis de apoptose com fatores prognéstico
desfavoraveis (LIU et al., 2001; VILLAR et al., 2001; FERREIRA et al., 2003).
Neste trabalho foi possivel observar diferenca significativa entre os estagios clinico
com o indice apoptotico, apresentando maiores expressfes nos estagios mais
avancados da doenca. Entdo, as associacfes da caspase-3 com as variacdes de
estadiamento clinico da paciente e aspecto clinico tumoral (ulceracéo)
apresentaram diferenca significativa, de comum acordo com os trabalhos que
correlacionam a apoptose com fatores desfavoraveis (VILLAR et al., 2001).

Neste trabalho, prevaleceu o carcinoma simples mamario (70%), sub-
classificados em cistoadenocarcinoma tubulo-papilifero (36%), carcinoma ductal
invasivo (21%), carcinoma solido (18%), carcinoma tubulo-papilifero (14%) e 4%

para cada um dos tipos: tubular, anaplasico e adenoescamoso.
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Apesar da maior freqiiéncia dos carcinomas, 30% foi do tipo complexo.
Entretanto, na literatura pode-se encontrar uma disparidade de dados no que se
refere a prevaléncia dos tumores complexos. Talvez isto possa ser explicado, em
parte, pela dificuldade encontrada por alguns patologistas em proceder ao
diagnéstico diferencial entre as neoplasias da mama da cadela, possivelmente
devido a falta de uniformidade nos critérios de distincdo entre os dois tipos de
lesBes, sobretudo no caso de tumores do tipo complexo (PELETEIRO, 1994;
MOULTON, 1990; CASSALI, 2000).

Os tumores complexos sdo uma entidade tumoral mista bastante
controversa, tanto em patologia veterinaria (NERURKAR et al., 1989;
PELETEIRO, 1994), quanto em patologia humana (SCHMITT, 1994; GOBBI et al.,
1993).

Tumor complexo com elementos heterdlogos (tecido cartilaginoso ou
0sseo) tem sido descrito por apresentar um curso mais agressivo por alguns
autores (CATROPPO & LARA, 2001), mas ndo por todos (STRANDBERG &
GOODMAN, 1974; BAKER & LUMSDEN, 1999). Para Monlux et al. (1977) o
aparecimento de cartilagem, tecido ostedide e o0sso constituem o Ultimo estagio
relacionado a estas alteragbes teciduais, e ainda, enfatiza que a terminologia de
cartilagem e 0sso heterotopico sdo melhores empregadas nestas condicdes, por
serem alteracOes proliferativas e ndo neoplasicas. De forma semelhante, embora
apresentem evidéncias histo/morfologicas de malignidade tém comportamento
benigno (CASSALI, 2000). No entanto, estas evidéncias morfologicas malignas
nas células que compdem tais lesdes muitas vezes sdo capazes de metastatizar.
Quando os tumores complexos apresentam metastases, estas podem ser
representadas por células epiteliais ou também por células pseudo-sarcomatosas,
podendo, em um lugar, aparecer metastase com células epiteliais e, em outro,
metastase com células pseudo-sarcomatosas (NERURKAR et al., 1989; ZEZZA
NETO, 1997). Por outro lado, também foi constatado que os animais com tumores
do tipo complexo apresentavam taxas de sobrevida superiores as dos animais
portadores de tumores com proliferacdo exclusiva de células epiteliais (HELLMEN
et al.,, 1993; FOWLER et al., 1974; KATO et al.,, 1999). De fato, as células
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mioepiteliais parecem ter um papel importante suprimindo a proliferagcdo e a
invasdo das células neoplasicas, apesar do mecanismo responsavel permanecer
desconhecido (YAMAGAMI et al., 1996). Varios estudos indicam que os tumores
complexos sdo menos invasivos e que € o componente epitelial maligno destes
tumores, o responsavel pela progressao local e sistémica da doenca (KURZMAN
& GILBERTSON, 1986; ALLEN & MAHAFFEY, 1989).

O termo carcinossarcoma (NERURKAR et al., 1989; ABURTO et al., 1997,
KOHLI et al., 1998), tumor misto maligno (STRANDBERG & GOODMAN, 1974;
BAKER & LUMSDEN, 1999; ZUCCARI et al., 2001; TATEYAMA et al.,, 2001),
tumor metaplasico (OBERMAN, 1987; SILVERMAN, 1996; GUPTA, 1999;
CASSALI, 2000; CATROPPO & LARA, 2001; BARTOW, 2002), carcinoma com
metaplasia pseudossarcomatosa (MESA, 1988), entre outros, sdo as terminologias
encontradas na literatura. Muitas vezes representam a mesma entidade
neoplasica, mas nem sempre sao referidas como as mesmas (CATROPPO &
LARA, 2001), com comportamento biolégico e implicacBes terapéuticas distintas
(SCHMITT, 1994; GOBBI et al., 1993). Essas confusfes seriam evitadas com uma
classificacdo geral e possiveis subclassificacbes, mesmo porque, ha evidéncias,
na literatura, que subtipos morfoldgicos de tumores complexos apresentam
prognosticos diferentes. Em veterinaria ndo existem trabalhos que procurem
correlacionar elementos mais especificos destes tumores com o seu
comportamento clinico.

A necrose esteve presente em 33% dos tumores, principalmente nos
tumores do tipo simples (62%).

A presenca de necrose, nos tecidos tumorais, denota grande velocidade de
crescimento das ceélulas neoplasicas, significando clinicamente tumores mais
anaplasicos e com maior capacidade de embolizacdo e metastatizacdo, desse
modo o progndstico é pior associada a presencga de necrose (SILVERMAN, 1991;
MacEWEN & WITHROW, 1996; FRANCO, 1997). Neste tipo de morte celular, a
ruptura celular libera no tecido vizinho o contetdo celular, rico em proteases e

outras substancias toxicas. Além da toxicidade direta para as células vizinhas, o
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derrame gera substancias que atraem células do sistema imune, causando intensa
reacao inflamatéria, em especial neutrofilos e macréfagos (GOMPEL et al., 2001).

As pacientes com tumores apresentando areas pseudosarcomatosas tém
prognostico pior que aqueles com componente epitelial somente, devido ao
comportamento mais agressivo desta neoplasia (MESA, 1988). Dez animais
vieram a 0Obito ou pela solicitacdo de eutanasia pelo proprietario ou devido a morte
natural decorrente ao estagio avancado da doenca. Destes animais, trés eram
portadoras de tumores com componentes heterologos, sugerindo desta forma seu
potencial maligno. Contribuem para esta alta mortalidade o avangado
estadiamento da doenca no momento em que as mulheres e as cadelas sao
submetidas ao primeiro tratamento. Em geral, 50% dos casos sao diagnosticados
em estagios avancados, lll e IV (FIGUEROA et al., 1993; BRASIL, 1998).

Em Medicina Veterinaria é cada vez mais importante predizer o progndstico
de um animal com doenca oncolégica. Desta forma podem iniciar-se novas
modalidades terapéuticas, se aconselhadas, ou ndo proceder a qualquer
tratamento, evitando assim custos desnecessarios.

O prognéstico deve ser baseado em parametros que sejam indicadores
véalidos. Os parametros mais fidedignos, classicamente aceite, sdo: o tamanho do
tumor; a invaséo dos ganglios linfaticos regionais; o grau nuclear; o estadio clinico
e o indice mitético (MOULTON,1990; MacEWEN & WITHROW, 1996; PEREZ
ALENZA et al., 1997).

Estudo com animais evidenciaram que o indice mitético e o grau histologico
apresentaram associacdo estatisticamente significativa com a sobrevida total. O
indice de proliferacdo é classicamente aceito como um bom indicador de
prognéstico (COLLAN & HAAPASALO, 1991), sendo varios os estudos em
Medicina Humana que comprovam estes resultados (KESHGEGIAN & CNAAN,
1995; JACQUEMIER et al., 1998; KATO et al., 1999).

Em relagcdo ao grau histolégico, os animais com tumores de elevado
pleomorfismo foram os que tiveram menor sobrevida total, o que estd em
concordancia com o observado em tumores mamarios caninos por outros autores
(KURZMAN & GILBERTSON, 1986; PEREZ ALENZA et al., 1997).
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N&o houve associagdo significativa do IP e IAPOP com relacdo as
pacientes linfonodo-positivo. Contudo, foi possivel diagnosticar 11 animais
linfonodo positivo, sendo cinco no estagio Ill e seis casos no estagio IV. Existe
uma disparidade de resultados no que se refere ao valor de biomarcador
prognéstico do PCNA e caspase-3 para pacientes portadoras de cancer de mama
com envolvimento de linfonodo. Vale ressaltar que grande parte ndo apresenta
correlacdo positiva com o envolvimento de linfonodo como descrito por OKAMURA
et al. (1997); HORIKUCHI et al. (1998); VILLAR et al. (2001) e FERREIRA et al.
(2003).

O estadio clinico € um bom indicador progndstico, por estar relacionado de
forma altamente significativa com a sobrevida total de acordo com estudos
realizados por MISDORP & HART (1976) e YAMAGAMI et al. (1996), em
Veterinaria. Para o correto estadiamento clinico é necessario informacdo acerca
do grau de invasédo dos ganglios linfaticos regionais. Os nossos dados reforcam a
tese de que nos animais, a semelhanca do que acontece nos humanos, 0s
ganglios linfaticos regionais devem ser sempre removidos na mastectomia para
analise histoldgica, o que permite a deteccdo de metastases ou micrometastases
ganglionares.

O PCNA (clone PC10) € um dos marcadores de proliferacao celular mais
usados para obter informagdo acerca da cinética celular (TAHAN et al., 1993;
SARLI et al., 1994; PREZIOSI et al., 1995; MARINHO et al., 1997). A sua utilidade
tem sido demonstrada em Medicina Humana (ISOLA et al., 1990; YANG et al.,
1996; CHU et al., 1998; KOCOVA et al., 1998; NIEWIADOMSKA et al., 1998;
HASEB et al., 1999; TYNNINEN et al., 1999) e em Medicina Veterinaria (SARLI et
al., 1994; SARLI et al., 1995; PREZIOSI et al., 1995; PENA et al., 1998). O PCNA
tem uma semi-vida relativamente longa (20h), permanecendo nas células que
acabaram de abandonar o ciclo celular (YU & FILIPE, 1993; SARLI et al., 1994). O
PCNA também apresenta expressao em células néo ciclicas, nas quais estejam a
decorrer fendbmenos de reparacdao de DNA (COLTRERA & GROWN, 1991;
WILSON et al., 1992). Frente a isso, s6 foram contadas as células fortemente

positivas.
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De acordo com algumas observa¢gbes em Medicina Veterinaria (PREZIOSI
et al., 1995; SARLI et al., 1995; LOHR et al., 1997; PENA et al., 1998) e com
inUmeros estudos em Medicina Humana (ISOLA et al., 1990, HASEBE et al., 1999;
TYNNINEN et al., 1999), verificamos a presenca de uma marcacao intratumoral
fortemente heterogénea. A positividade nas areas cartilaginosas foi menos
frequente e intensa, portanto atencdo maior foi dada nas neoformacdes epiteliais
nestes casos.

Apesar de ndo haver diferenca significativa do IP e graduacédo histologica,
foi possivel observar maiores expressdes nos graus menos diferenciados, o que
esta de acordo com a literatura (HORIKUCHI et al., 1998).

De fato, muitas neoplasias afetam com mais frequéncia animais de
determinada idade, raca e sexo, sendo que estas informacfes auxiliam no
diagndstico. Neste estudo, os dados clinicos-epidemiolégicos correspondem aos
atualmente encontrados na literatura, sendo fémeas, SRD, portadoras de cancer
de mama e em relativa frequéncia em estagios avancados, 0s quais provaram ser
0S mais agressivos, determinados pela graduacgdo histolégica e por marcadores
celulares de proliferacdo e apoptose, como relatado por GILBERTSON et al.
(1998).

A amostragem da lesdo foi eficaz no dignéstico histopatolégico e
imunoistoquimico. No entanto, notou-se necessidade de amostragem mais
representativa dos diversos subtipos de carcinomas e graus de malignidade para
melhor analise associativa desse critério com o0s demais estudados
(histopatoldgico e imunoistoquimico).

Deste estudo emergem como potenciais fatores de progndstico ndo apenas
as caracteristicas clinico-patologicas classicas (tamanho do tumor, ulceracdo
cutanea, invasao ganglionar, estadio clinico) como também fatores de natureza
molecular (indice proliferativo medido pelo PCNA e indice de apoptose pela
caspase-3) que poderdo revelar uma ajuda imprescindivel na avaliacdo do

prognaostico de um animal com cancer de mama.



91

CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos, nas condicbes em que foi realizado o

experimento, permite as seguintes conclusdes:

- S&o cadelas com idade superior a seis anos e ndo castradas portadoras de
cancer de mama;

- Foi possivel associar os indices de proliferacdo e apoptose, avaliados pela
técnica de imunoistoquimica, aos tipos histologicos e estagios das
neoplasias mamarias em cadelas SRD;

- A imunomarcacdo de células em apoptose mostrou correlacdo com
alteracdes clinico-patoldgicas: estagio clinico e ulceracao;

- Apesar da nédo diferenca significativa, a associacdo do indice de
proliferacdo variou de acordo com o tipo e graduacao histologica do tumor
de mama.
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ANEXOS
Anexo 1 - Protocolo
RG: Data: NC:
Espécie: Raca: Sexo: Idade:
Avaliacao Clinica
Ciclo Estral: 1- Regular 2- Irregular 3- N&o apresenta
N° de crias: 1- Nenhum 2-Um 3- Dois-Trés 4- Mais
Pseudogestagéo: 1- Sim 2- Nao
Aborto: 1- Sim 2- Ndo
Alteracdes Uterinas (secrec¢des)/Quando? 1- Sim (Data: ) 2- Nao
Ja cruzou e néao ficou prenha? 1- Sim 2- Nao
Horménios: 1- Contraceptivos 2- Abortivos 3- Ndo
(Tipo: ) (Data: ) (Quantas vezes: )
Desenvolvimento da lesdo: Quando?
Lesédo tumoral prévia: 1- Sim2- N&o 3- Localizagéo Cirurgia: 1- Sim 2- Néo
Tipo de amostra: 1- Biépsia 2- Tumorectomia 3- Mastectomia 4- Outros
Tamanho:
Localizacdo: M1 M2 M3 M4 M5
Consisténcia: 1- Firme 2- Macia 3- Eléstica
Invasdo: 1- Sem aderéncia 2- Aderido na pele 3- Aderido em
musculatura
Mamilo: 1- Sem alteragéo 2- Ulceracao 3- Retracao 4-
Eczema
Secrec¢do: 1- Sim 2- Nao
Ulceracao: 1- Sim 2- Nao
Envolvimento de linfonodos: 1- Axilar 2- Inguinal 3- Sem alteracéo
Caracteristicas do material: 1- Leséo sélida2- Les&o Cistica 3- Infiltrativa

Avaliacao Histopatolégica

Carcinoma “in situ”; 1- Sim 2- Nao

Envolvimento mioepitelial: 1- Simples 2- Complexo

Invasivo: 1- Carcinoma papilifero  2- Carcinoma tubular 3- Carcinoma sélido
4- Carcinoma anaplasico 5- Carcinoma fusiforme 6- Outros:



Anexo A -

Anexo B -

119

Caracteristicas clinico-antropométricas das cadelas no estagio |

portadora de cancer mamario.

Animal Idade Porte Classificacao Peso kg
corporal
1 3,10 Pequeno Ideal 3,2
2 10,4 Médio Obeso 10,2
3 8 Grande Ideal 22,9
4 8 Grande Obeso 29,2
) 7 Médio Obeso 16
6 11 Médio Obeso 6,4
7 15 Pequeno Ideal 2,0
8 11 Grande Acima do peso 23,0
9 7 Grande Ideal 30
10 8 Grande Obeso 40,5

Caracteristicas reprodutivas das cadelas no estagio | portadora de

cancer mamario.

Animal Crias Castrada

Contraceptivo Secrecado Aborto

vaginal

© 00 N oo 0o A W DN P

=
o

+ o+ o+ o+ o+

+

Cios Pseudo
regulares gestacao
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -
+ i
+ +

+*- Positivo
- *- Negativo
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Anexo C - Classificacdo das cadelas no estagio | conforme a distribuicdo e

localizacdo da neoplasia mamaria.

Mama direita Mama esquerda
Animal 1° 2° 39 4° 5° 1° 2° 39 4° 5°
1 +*

2 + +

3 + + +

4 + + + o+

5 + o+
6 + + + + o+
7 + + +
8 + o+
9 + +
10 + + +
+*- Positivo

Anexo D - Diagndstico histopatologico e grau de malignidade das cadelas no
estagio | da doenca.

Animal Carcinoma Carcinoma Grau de
Simples complexo malignidade
1 -* + I
2 +* - I
3 + - I
4 + - I
5 + - I
6 - + I
7 + - I
8 - + I
9 + - I
10 + - I
+*- Positivo

-*- Negativo
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Caracteristicas clinico-antropométricas das cadelas no estagio |l

portadora de cancer mamario.

Animal Idade Porte Classificacdo Peso
corporal kg
11 13,4 Grande Obeso 33,2
12 7,1 Grande Obeso 20,9
13 10,5 Grande Obeso 21
14 6 Médio Obeso 10,5
15 8 Pequeno Obeso 2,8
16 11 Grande Ideal 20,0
17 10 Médio Obeso 10,7
18 Médio Acima do peso 13,0
19 8 Médio Obeso 13
20 11 Grande Obeso 22

Caracteristicas reprodutivas das cadelas no estagio Il portadora de

cancer mamario.

Animal Crias Castrada

Cios Pseudo Contraceptivo Secrecdo Aborto

regulares gestacéo vaginal
11 +* -* + - - -
12 + + + + + +
13 + - + - + -
14 + - - - + -
15 - - + + - -
16 - - + - + -
17 + + + - - -
18 + - + - - -
19 + - + - - +
20 - - + - - -
+*- Positivo

-*- Negativo
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Classificacdo das cadelas no estagio Il conforme a distribuicdo e

localizacdo da neoplasia mamaéria.

Mama direita

Mama esquerda

Animal 1° 2° 3° 4° &° 1° 2° 3° 4° 5°
11 +* o+ o+ + o+
12 +
13 +
14 + + o+ + o+
15 + + +
16 + +
17 +
18 +
19 + + +
20 + o+
+*- Positivo

Anexo H - Diagnéstico histopatologico e grau de malignidade das cadelas no

estagio Il da doenca.

Animal

Carcinoma
Simples

Carcinoma
complexo

Grau de
malignidade

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

+*
+

+ + + + 4+

*

+

+*- Positivo
-*- Negativo
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Caracteristicas clinico-antropométricas das cadelas no estagio llI

portadora de cancer mamario.

Animal Idade Porte Classificacdo Peso
corporal Kg
21 13 Médio Obeso 12,2
22 11 Grande Acimadopeso 18,5
23 11 Grande Ideal 21,7
24 14 Médio Acima do peso 12
25 13 Grande Obeso 31,2
26 10 Médio Ideal 8,0
27 15 Médio Obeso 13,0
28 5 Médio Obeso 10
29 11,6 Médio Obeso 11,7
30 8 Médio Acima do peso 7

Caracteristicas reprodutivas das cadelas no estagio Ill portadora de

cancer mamario.

Animal Crias Castrada Cios Pseudo Contraceptivo Secrecdo Aborto

Regulares Gestacéo vaginal
21 +* -* + + - +
22 + - + - + -
23 + - + - - -
24 + - + - + -
25 + - + - - +
26 + - + + - -
27 - - + - - -
28 - - + + - -
29 - + + - - +
30 - - + + - -
+*- Positivo

-*- Negativo
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Anexo K -  Classificacdo das cadelas no estagio Il conforme a distribuicdo e
localizacdo da neoplasia mamaria.
Mama direita Mama esquerda

Animal 1° 2° 3° 4° 5° 19 2° 3° 4° 5°
21 + +* +
22 + + +
23 + + +
24 + + +
25 + + + + + +
26 + +
27 +
28 + + + o+ + +
29 + + + 4+ + +
30 + 4+ + 4+

+*- Positivo

Anexo L - Diagnoéstico histopatologico e grau de malignidade das cadelas no

estagio Ill da doenca.

Animal Carcinoma Carcinoma Grau de
Simples complexo malignidade
21 +* -* Il
22 + - I
23 + - I
24 - + I
25 + - I
26 - + I
27 + - |
28 + - |
29 - + I
30 + - I
+*- Positivo

-*- Negativo
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Anexo M -  Caracteristicas clinico-antropométricas das cadelas no estagio IV
portadora de cancer mamario.
Animal Idade Porte Classificacéo Peso
corporal kg
31 8 Médio Obeso 9,2
32 8 Pequeno Ideal 6,2
33 3 Médio Ideal 7,0
34 9,2 Grande Ideal 19,0
35 9,11 Grande Ideal 17,8
36 6 Grande Ideal 19,0
37 12 Grande Obeso 26
38 12 Médio Obeso 9,3
39 7 Médio Ideal 8,3
40 9 Grande Obeso 25
Anexo N -  Caracteristicas reprodutivas das cadelas no estagio IV portadora de

cancer mamario.

Anima Cria Castrad

Cios

Pseudo

Contraceptiv Secre¢d Abort

I S a Regulare Gestaca 0 0 o]
S 0 vaginal

31 -* - - - +* + -
32 + - + + - - -
33 + - + - - - -
34 + - + - - - -
35 + - + + - - -
36 + - + - + - -
37 + - + + - - -
38 + - - + - - -
39 + - + - - - -
40 + - + - - - -

+*- Positivo
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AnNef(%atC“)/O- Classificacdo das cadelas no estagio IV conforme a distribuicdo e
localizacdo da neoplasia mamaria.
Mama direita Mama esquerda

Animal 1° 2° 3° 4° 5° 1° 2° 3° 4° 5°
31 + o+
32 + + +
33 + + + + o+ + + + 4+ o+
34 + + +
35 + + + 4+ o+
36 + + + o+ o+
37 + o+ + +
38 + + + o+ +
39 +
40 + + o+ + o+
+*- Positivo

Anexo P - Diagnéstico histopatolégico e grau de malignidade das cadelas no
estégio 1V da doenca.

Animal Carcinoma Carcinoma Grau de
Simples complexo malignidade

31 +* - Il
32 + - Il
33 + - 1]
34 + - I
35 - + Il
36 + - Il
37 - + Il
38 + - Il
39 + - Il
40 + - Il

+*- Positivo

-*- Negativo
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