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RESUMO

As neoplasias mamarias em gatas representam o terceiro tipo de tumor
mais comum na espécie, estando atras apenas de carcinomas de células
escamosas e neoplasias intestinais, apresentando comportamento agressivo e
com alta ocorréncia de metastases. A classificacéo histopatolégica das lesdes,
além de obrigatdria para o diagndstico, € essencial para a relagdo com dados
epidemiolégicos e evolugcdo no entendimento da neoplasia na espécie. Nesse
ponto, informagbes obtidas a partir do uso da biologia molecular sao
indispensaveis para ganho de dados com relacdo ao comportamento de cada
tipo neoplasico proporcionando subsidios diagndsticos e prognésticos. Além
disso, as neoplasias mamarias em gatas sao consideradas modelos de estudo
para neoplasia em mulheres. A expressdo de RAD51 e BRCA2 sdo amplamente
estudas em neoplasias de mulheres, e os estudos em gatas sdo muito limitados.
O objetivo desse trabalho foi investigar as marcagdes imuno- histoquimicas das
proteinas RAD51 e BRCA2 em carcinomas mamarios em gatas e correlacionar
com fatores clinicos, patoldégicos e comparar com o carcinoma mamario de
mulheres. A primeira etapa do estudo constituiu em realizar uma analise in silico
do The Human Protein Atlas e identificando 11 casos de carcinoma de mama de
mulheres para analise imuno-histoquimica do BRCA2 e 19 casos para analise
do RAD51. Nesses tumores, foi identificada expressao citoplasmatica,
membranosa e nuclear. Trés amostras (3/11) com expressdo 3+ e 8 amostras
com expressao 4+ (8/11). Na analise das 19 amostras que expressaram RAD51
foi identificada expressao citoplasmatica, membranosa e nuclear e em uma delas
nao houve marcacdao, quatro apresentaram marcacdo 1+ (4/19), cinco
apresentaram marcacao 2+ (5/19), cinco apresentaram marcacao 3+ (3/19) e
trés apresentaram marcagcao 4+ (3/19). E relacdo as amostras de gatas, 24
amostras de tumores de gatas foram incluidas. Os subtipos histolégicos mais
comuns foram o ductal (12/24) e tubular (5/24). Em 62,5% (15/24) dos casos, 0s
tumores eram de grau | e os outros 37,5% (9/24), eram tumores de grau Il. Foi
possivel avaliar a expressdo de BRCA2 em 23 casos. Em sete casos, a
expressao de BRCAZ2 foi negativa, em cinco casos, foi identificada expressao 1+,

quatro casos com expressao 2+, cinco casos com expressao 3+ e dois casos



com expressao 4+. Em relacdo ao RAD51, nove amostras foram negativas, seis
amostras apresentaram expressao 1+, seis amostras apresentaram expressao
2+ e duas amostras apresentaram expressao 3+. Pode-se concluir que nas
amostras de carcinoma de mama de gatas e mulheres a alteragdo na expressao
de BRCAZ2 é mais frequente que a de RADS51 e a gata pode ser um modelo de

estudo para desregulagéo dessas proteinas na gata.

Palavras-chave: biologia molecular, carcinomas, graduacéo histolégica.



Abstract

Mammary neoplasms in cats represent the third most common type of
tumor in the species, behind only squamous cell carcinomas and intestinal
neoplasms, presenting aggressive behavior and with a high occurrence of
metastases.The histopathological classification of lesions, in addition to being
mandatory for diagnosis, is essential for the relationship with epidemiological
data and evolution in the understanding of neoplasia in the species. At this point,
the information obtained from the use of molecular biology is essential for gaining
data regarding the behavior of each neoplastic type, providing diagnostic and
prognostic support. Furthermore, mammary neoplasms in cats are considered
study models for neoplasms in women. The expression of RAD51 and BRCA2
are widely studied in female neoplasms, and studies in cats are very limited. The
objective of this work was to investigate the immunohistochemical markings of
RAD51 and BRCA2 proteins in mammary carcinomas in cats and correlate them
with clinical and pathological factors and compare them with mammary
carcinoma in women. The first stage of the study consisted of carrying out a silica
analysis of The Human Protein Atlas and identifying 11 cases of breast carcinoma
in women for immunohistochemical analysis of BRCA2 and 19 cases for analysis
of RAD51. In these tumors, cytoplasmic, membranous and nuclear expression
was identified. Three samples (3/11) with 3+ expression and 8 samples with 4+
expression (8/11). In the analysis of the 19 samples that expressed RAD51,
cytoplasmic, membranous and nuclear expression was identified and in one of
them there was no staining, four showed 1+ marking (4/19), five showed 2+
marking (5/19), five showed 3 marking+ (3/19) and three were marked 4+ (3/19).
Regarding samples from cats, 24 samples of tumors from cats were included.
The most common histological subtypes were ductal (12/24) and tubular (5/24).
In 62.5% (15/24) of cases, the tumors were grade | and the other 37.5% (9/24)
were grade |l tumors. It was possible to evaluate BRCA2 expression in 23 cases.
In seven cases, BRCA2 expression was negative, in five cases, 1+ expression
was identified, four cases with 2+ expression, five cases with 3+ expression and

two cases with 4+ expression. Regarding RADS51, nine samples were negative,



six samples showed 1+ expression, six samples showed 2+ expression and two
samples showed 3+ expression. It can be concluded that in breast carcinoma
samples from cats and women, the change in the expression of BRCA2 is more
frequent than that of RAD51 and the cat can be a study model for the deregulation

of these proteins in the cat.

Keywords: carcinomas, histological grading, molecular biology.



1. INTRODUGAO

As neoplasias de glandulas mamarias sao consideradas muito frequentes
em gatas ndo castradas, e apresentam altas taxas de morbidade, mortalidade e
potencial metastatico (CASSALI et al., 2018). Os dados epidemiolégicos sobre
neoplasias em felinos sdo normalmente originados de paises desenvolvidos,
como por exemplo Estados Unidos da América, Reino Unido e Holanda, que
comumente castram precocemente os animais de estimacdao (RUTTEMAN;
KIRPENSTEIJN,2003). Nas gatas, as neoplasias mamarias sédo classificadas
como o terceiro tipo mais incidente, depois de tumores cutadneos e intestinais
(OLIVEIRA FILHO et al, 2010; CASSALI et al., 2018). Os dados epidemioldgicos
sobre neoplasias mamarias em gatas sdo dependentes de varios fatores,
incluindo exposicdo hormonal, idade, raca e uso de progestagenos exogenos
(AMORIM et al, 2004; LANA et al, 2007; NUNES et al, 2017).

Cerca de 85% das neoplasias mamarias em gatas sdo malignas e
agressivas, apresentando alto potencial metastatico (LANA et al.,, 2007;
SOARES et al., 2015; GOMES et al, 2019), sendo que caracteristicas como
tamanho, metastase para linfonodos regionais e presenga de grande quantidade
de tecido necrético configuram fatores de pior progndstico para as pacientes
(ZAPPULLI, 2008; GIMENEZ et al., 2010).

Além das manifestagdes clinicas, outros importantes fatores diagndsticos
e prognosticos sao a classificacao histopatologica e a avaliagado de marcadores
tumorais. A classificagao histopatolégica ja € uma ferramenta bem estabelecida
e bastante utilizada na pratica clinica, no entanto, ha poucos estudos avaliando
os marcadores tumorais em neoplasias mamarias felinas (HUGHES; DOBSON,
2012).

Em um periodo de 40 anos, foram propostas apenas duas classificagcboes
oficiais para neoplasias mamarias em gatas sendo que a graduagao
histopatolégica, juntamente ao estadiamento clinico, sdo as bases do
diagnostico, empregados na rotina clinica oncologica (CASTANAGRO et al,
1998, MATOS, et al, 2012). Dentro deste contexto, estudos avaliando

marcadores tumorais associados a analise histopatoldgica das neoplasias



mamarias podem ser importantes aliados como ferramenta diagndstica, preditiva
e progndstica nesses tumores (BERGMAN, 2007; JORGE, 2016).

Alguns estudos relacionados a imunomarcacgido de neoplasias mamarias
em gatas ja foram conduzidos, encontrando marcagao celular para citoqueratina,
vimentina, COX-2, Ki-67, (BOSS et al, 2011; JORGE, 2016). Assim, a presente
pesquisa pretende relacionar de forma inédita, o tipo histolégico de neoplasias
mamarias em mulheres e gatas com a expressdo dos imunomarcadores para as
proteinas RAD51 e BRCA2 visando maior conhecimento sobre o comportamento
tumoral e a possibilidade de proporcionar um modelo experimental mais
semelhante a mulher, e futuros tratamentos com maior precisao para ambas as

especies.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.2 Anatomia, Morfologia e Histologia da Glandula Mamaria de gatas

A glandula mamaria é constituida por dois componentes teciduais: o estroma
e o parénquima (Figuras 1 e 2). O primeiro representa o tecido de sustentacao
que abriga vasos sanguineos e fibras nervosas em seus trajetos intramamarios,
sendo considerado um tecido conjuntivo intersticial. J& o parénquima possui as
unidades morfofuncionais (adenémeros ou alvéolos), responsaveis pela
secregao do leite. Os I6bulos galactéforos da glandula mamaria sdo compostos
pelos alvéolos que aumentam no periodo de lactacdo. (JUNQUEIRA;
CARNEIRO,2013). Os ductos lactiferos sdo responsaveis pelo transporte do
leite, sendo que cada um destes recebe a secrecao de diferentes lobos
mamarios por pequenos ductos excretores originados de cada I6bulo da glandula
mamaria. Este sistema de ductos converge para um conjunto de seios
glandulares, os quais se comunicam com o 6stio papilar. Na espécie felina, séo
observadas de cinco a sete aberturas na extremidade de cada mamilo ou papila
(KONIG; LIEBICH, 2004; RAHARISON; SAUTET, 2007).



Figura 2: Tecido mamario em periodo de lactagdo mostrando maior numero de

alvéolos. (A): crescimento de alvéolos. Setas indicando secreg¢ao no interior dos
alvéolos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,2013).

A gata tem duas cadeias mamarias (direita e esquerda), sendo compostas

por quatro pares de glandulas, sendo dois toracicos e dois abdominais. A



drenagem linfatica dos dois pares intermediarios pode ser direcionada tanto para
os linfonodos axilares quanto para os inguinais superficiais. O primeiro par
(toracico cranial) drena para os linfonodos axilares e no caso do par distal
(abdominal caudal), para os linfonodos inguinais. Além disto, nos trés primeiros
pares ha possibilidade de direcionamento para os linfonodos esternais craniais.
Nao ha evidéncias da existéncia de vasos linfaticos conectando ambas as
cadeias (Figura 3) (MAGALHAES, 2009).

Figura 3: Disposi¢cao das Cadeias mamarias na espécie felina (VILARDI et.
al., 2023)

Com relagdo aos vasos, as glandulas toracicas sao providas de sangue
arterial pelos vasos axilares, intercostais (lateralmente) e toracicos internos
(medialmente), enquanto a drenagem venosa destas glandulas ocorre pela
parede do torax através das veias toracicas internas ou intercostais. Infelizmente
esse padrdo venoso pode transportar células tumorais das mamas para a
cavidade toracica. Com relacao as glandulas abdominais seu suprimento se da
pelos vasos epigastricos superficiais (cranial e caudal). E importante lembrar que
ocorrem anastomoses entre as glandulas homolaterais, mas nao entre as duas
cadeias esquerda e direita (JOHNSTON et al, 2001; VILARDI et al, 2023).



2.2 Epidemiologia das Neoplasias Mamarias em Mulheres

O céncer de mama €& um grupo heterogéneo de doengas, com
comportamentos distintos apresentando variadas manifestagdes clinicas e
morfoldgicas, diferentes formas genéticas e consequentes diferengas nos fatores
preditivos e prognodsticos. As entidades proliferativas nos lobulos e ductos da
mama inclui hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in situ e carcinoma
invasivo. Dentre esses ultimos, o carcinoma ductal infiltrante é o tipo histolégico
mais comum e compreende entre 80 e 90% do total de casos (WHO,2020).

As neoplasias mamarias sao o tipo tumoral mais incidente em mulheres
mundialmente, com aproximadamente 2,3 milhées de casos novos estimados
em 2020, o que representa 24,5% dos casos novos por cancer em mulheres. O
cancer de mama é também a primeira causa de morte por cancer em mulheres
no Brasil, com incidéncia e mortalidade crescendo progressivamente a partir dos
40 anos (INCA, 2021).

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, a neoplasia
mamaria é a mais incidente em mulheres de todas as regides, com taxas mais
altas nas regides Sul e Sudeste. Para cada ano do triénio 2023-2025 sao
estimados 73.610 casos novos, 0 que representa uma taxa ajustada de
incidéncia de 41,89 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2022).

2.3 Epidemiologia das Neoplasias Mamarias em Gatas

Apesar de menor frequéncia do que a neoplasia mamaria em cadelas, o
tumor de mama em gatas € responsavel por cerca de 17% das desordens
oncoldgicas na espécie estando atras apenas de neoplasias hematopoiéticas e
cutdneas (RUTTEMAN et al, 2013).

Vale ressaltar que esse dado é oriundo de estudos de paises
desenvolvidos. Nesses paises, a castracdo precoce é comumente realizada,
diminuindo a incidéncia dessas neoplasias. No entanto, dados de paises que
culturalmente ndo castram as gatas precocemente, reportam as neoplasias
mamarias como as mais frequentes (LANA et al., 2007; SOARES et al., 2015).
Além disso a porcentagem de neoplasias mamarias malignas na espécie felina

é muito superior as reportadas em cadelas. E descrito na literatura prévia que as



taxas de malignidade em gatas variam de 85% a 93% dentre todos os tumores
mamarios. Machos também podem ser afetados, representando entre 1% e 5%
dos casos (LANA et al, 2007).

A maior malignidade das neoplasias mamarias em felinos, esta
relacionada a uma maior ocorréncia de metastases por via linfatica, tendo-se
notado que mais de 80% das gatas com neoplasias mamarias malignas
apresentam metastases em um ou mais 6rgdos, com sobrevida de
aproximadamente um ano. Entre os 6rgaos mais afetados, pode-se destacar os
linfonodos regionais e o pulmédo, sendo que figado, diafragma, glandulas
adrenais, rins e ossos também podem ser acometidos (RUTTEMAN et al, 2003).

A lesdo benigna mais encontrada em gatas jovens é denominada
fiboroadenomatose mamaria felina que se caracteriza por uma proliferagcao
acelerada do estroma e epitélio ductal (SORENMO, 2011).

Sua maior incidéncia € em gatas jovens, até 2 anos de idade, sendo mais
comumente descrita em fémeas no inicio da gestagcao ou naquelas que estao
ciclando (SOUSA et al, 2002) Esta apresentagdo também ocorre com alguma
nos felinos tratados com progestagenos (machos sao incluidos neste grupo) e
em gatas gestantes, estando a mesma associada a niveis elevados de
progesterona exogena e/ou enddgena. Apesar de apresentar comportamento
benigno, o grande volume dos nédulos pode debilitar ou até mesmo incapacitar
a vida do animal (SORENMO, 2011)

Em relacdo a idade, existe uma grande variagcéo, podendo acometer gatas
de 9 meses a 23 anos. No entanto, a idade média das gatas comumente
acometidas por neoplasias mamarias varia de 10 a 12 anos (AMORIM, 2004).

Estudos epidemioldgicos revelaram a existéncia de predisposi¢do racial
para o desenvolvimento de neoplasias mamarias, visto que as ragas Americano
de pelo curto e Siamés apresentaram maiores taxas de incidéncia que as demais
racas. Em particular, gatos siameses podem ter um risco relativo até duas vezes
superior ao de outras racas (AMORIM, 2004; ZAPPULLI 2008; SORENMO,
2011;).



2.3.1 Fatores Hormonais

Ja se sabe que o surgimento de neoplasias mamarias em gatas esta
ligado a exposicdo hormonal. Em gatas ovariohisterectomizadas até aos 6
meses tém uma reducao de até 91% no risco de desenvolverem neoplasias
mamarias, ja as que passam pelo mesmo procedimento até um ano de idade
sofrem uma reducao de até 86% nesse risco (NUNES et al, 2017).

A ovariohisterectomia apds este momento nao tem papel significativo na
prevencado de neoplasias mamarias, no entanto atua na prevenc¢ao de outras
desordens do trato reprodutivo como a piometra e gestagao nao planejada pelos
tutores, problema importante de saude publica (SCHNEIDER et al, 1969;
MORRIS et al, 1998; FONSECA; DALECK, 2000).

Ainda sobre a fisiopatologia, o tecido mamario sem alteragdes apresenta
receptores para estrégeno e progesterona, em concentragdes relativamente
altas, mostrando claramente sua dependéncia hormonal. Ja a analise de tecidos
mamarios tumorais verificou que as neoplasias benignas mantém elevados
niveis de receptores para estrogeno, enquanto os tumores malignos
demonstram uma diminuicdo consideravel dos receptores para este hormdnio
apresentando-se cerca de mais de metade dos felideos sem qualquer tipo de
receptor (MORRIS et al, 1998; LANA ET AL., 2007).

Deste modo sugere-se uma perda da dependéncia de estrégeno e
progesterona nas neoplasias malignas, implicando assim no desenvolvimento de
neoplasias mais agressivas e menos diferenciadas (RUTTEMAN et al, 2003).
Ainda com relagdo a etiologia ligada a fatores hormonais, o uso de
contraceptivos exdgenos tem grande relagdo com o surgimento de alteragées no
sistema reprodutivo e hormonal. (NUNES et al, 2017; PICKARD et al, 2023).

2.3.2 Fatores Genéticos

Fatores genéticos s&o importantes no desenvolvimento nas neoplasias
mamarias em gatos e estdo relacionados a alteragdes de proto-oncongenes e
genes supressores tumorais (CULLEN et al, 2017). Os proto-oncogenes regulam

positivamente a proliferacdo celular em resposta a estimulos fisiolégicos do
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organismo. Esses genes podem sofrer processos de mutagdes, resultando em
uma forma de proteina permanentemente ativa, ndo respondendo ao feedback
celular negativo, produzindo células e proteinas de forma continua e
independente. Quando ha mutagédo desse gene, ocorre uma mudanga na sua
denominagdo, e passam a ser chamados apenas de oncogenes. Essas
mutagdes geralmente sdo dominantes, sendo necessaria mutagédo de apenas
um dos alelos para que o fenétipo neoplasico ocorra (MACLEOD,2000).

O maior destaque tem o0s oncogenes que sao responsaveis tanto pela
codificacao de fatores de crescimento como de receptores celulares para tais. O
ponto critico desse processo ocorre quando sao super expressos, levando a uma
diviséo celular descontrolada (MISDORP, 2002).

2.3.3 Fatores Dietéticos

A hipotese da influéncia da dieta no desenvolvimento de neoplasias
mamarias em gatas é bastante estudada e aceita (ZUCCARI et al, 2001). A
obesidade, dietas ricas em gordura no inicio de vida do animal, alimentacéo
caseira (devido a alta ingestao de carnes bovinas e suinas) tém sido associadas
com aumento do risco de tumor mamario nas gatas (PEREZ-ALENZA, et al,
1998; MOORE, 2007).

De acordo com NUNES et al. (2011), os alimentos ofertados as gatas que
incrementavam a ingestao caldrica, além da dieta comercial, eram carne bovina,
frango, peixe, figado, embutidos, leite e arroz, sendo que a maioria se
caracterizava por serem restos alimentares e com bastante gordura animal. Além
de avaliar a obesidade, constatou-se que dietas mistas e desequilibradas (dietas
caseiras) mostraram maior influéncia na incidéncia de tumores mamarios. Este
trabalho analisou as dietas de gatas ja diagnosticadas com neoplasias
mamarias.

Como resultado observou-se que dezesseis gatas (66,7%) com tumores
mamarios malignos eram alimentadas com dieta mista (comida caseira e ragao
industrializada), o que incrementa o consumo caldrico, enquanto cinco (20,8%)
recebiam apenas ragao industrializada e trés (12,5%) ingeriam exclusivamente

dieta caseira.



2.4 Diagnéstico

2.4.1 Apresentacgao Clinica

Os primeiros achados relatados pelos responsaveis ou alteracbes
encontradas durante atendimento veterinario sdao nodulacbes em cadeia
mamaria de tamanhos variaveis, podendo ja ser encontrados nodulos ulcerados
ou até mesmo alteragdes decorrentes de metastase (CASSALI, 2018)

As massas frequentemente se apresentam firmes, nodulares e invasivas
com aderéncia a pele e a parede abdominal subjacente (figura 3). Mais de 50%
dos pacientes acometidos tém mais de uma glandula envolvida, como forma de
extensao direta ou tumores multiplos. O tamanho dos tumores pode variar, desde
pequenos nodulos com 0,5cm de diametro, até tumores com mais de 15cm no
seu maior eixo (DIAS, 2006; ZAPPULLI, 2008).

Figura 4: (A) Nodulo mamario em gata em mamas toracicas caudais e
abdominais craniais. (B) Nodulo mamario ulcerado em gata sem possibilidade
de delimitagao (Fonte: Professor Dr. Carlos Eduardo F. Alves).



2.4.2 Exame Citolagico

Apesar das lesdes macroscopicas sugerirem o diagndstico de neoplasia
mamaria, a diferenciagao entre possiveis diagndsticos diferenciais, so6 é possivel
através da realizagdo de avaliagdo microscopica. O exame citolégico funciona
como um exame de triagem, indicada para distinguir processos hiperplasicos,
inflamatérios, neoplasicos e displasicos, sendo frequentemente usado na rotina
por ser de facil e rapida execugéo, pouco oneroso e garantir resultado em um
curto periodo. Uma das citologias utilizadas para patologias mamarias € a PAAF
em lesdes preferencialmente solidas e n&o cisticas (PINTO, 2009).

Apesar de pouco agressivo e das caracteristicas citadas, a citologia é um
exame que contém algumas limitagdes. A perda da arquitetura tecidual
impossibilita muitas vezes a visualizagdo da relacdo intercelular dos tecidos.
Deste modo, deve ser tido em conta todo o contexto clinico do animal. Para além
disso, é essencial compreender que os resultados sdo sempre dependentes de
varios fatores da lesao e do patologista. Sendo assim, a citologia é considerada,
pela comunidade cientifica, como um complemento a histologia, sendo esta o

padrao ouro para o diagnostico de neoplasias mamarias (CASSALI et al, 2007).

2.4.3 Classificagao Histopatologica

As neoplasias mamarias felinas sdo bem menos heterogéneas se
comparadas as da espécie canina devido a proliferacdo de células mioepiteliais
ser raramente encontrada. Elas tipicamente sao classificadas de acordo com o
Instituto de Patologia das For¢cas Armadas dos Estados Unidos da América em
cooperagao com a Organizagdo Mundial de Saude (ZAPPULLI et al, 2008).

Para fins didaticos e de progndstico podem ser divididas conforme a

seguinte descrigdo proposta por Zappulli (2008).

2.4.3.1 Hiperplasia e Displasia: consiste no aumento do numero de
células do tecido mamario, podendo resultar na formagao de uma neoplasia

benigna ou ainda no aumento do tamanho desse 6rgao. Ja a displasia confere
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desenvolvimento celular anormal, que pode gerar a ma-formacao tecidual.
Caracterizam-se nesse grupo a ectasia ductal, hiperplasia lobular, epiteliose,

papilomatose e alteracdes fibroadenomatosas (representada no item 2.2)

2.4.3.2 Neoplasias Epiteliais Benignas: apesar de serem raros na
espécie felina, lesdes benignas também podem ser encontradas. Adenoma

simples, Adenoma ductal, Papiloma ductal sdo as alteracbes observadas.

2.4.3.3 Neoplasias Epiteliais Malignas: neste grupo encontram-se cerca
de 85 a 95 % das neoplasias mamarias de felinos, inclusive mais de um tipo,

pode estar presente no mesmo animal.

a) Carcinoma in situ: o termo carcinoma in situ foi muito tempo usado
para caracterizar carcinomas em estagio inicial nas espécies felinas e caninas,
e em muitos casos ocorria uma denominacgao errada para lesdes displasicas e
hiperplasicas. Devido a isso e a diferenga dessa classificacdo comparada a
medicina humana, os autores decidiram por abolir essa denominagao
(ZAPPULLI et al, 2008).

b) Carcinomas simples: carcinomas de células epiteliais luminais s&o o

tipo mais comum de neoplasia mamaria em felinos.

-Carcinoma Tubular: tipo histolégico mais comum em gatos. As células
epiteliais se encontram distribuidas em padrdo dos tibulos mamarios. E mais
frequente o grau lll em carcinomas tubulares, dessa forma, um comportamento
tumoral mais agressivo € esperado.

-Carcinoma Tubulopapilar: neste tipo encontram-se papilas adentrando
no lumen, o que nao ocorre no tipo anterior. Sao frequentemente agressivos,
infiltrativo e metastaticos, especialmente o grau lll.

-Carcinoma Sdélido: as células epiteliais estdo agrupadas em ninhos e
ilhas sem visualizag¢ao do lumen. Pela formacao tubular, seu escore sera sempre
Il ou lll.

-Carcinoma Micropapilar invasivo: as células neoplasicas formam

agregados irregulares e pequenas papilas que ndo sao sustentadas por um
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estroma fibrovascular. E um tipo de carcinoma incomum nos felinos, no entanto,
apresenta comportamento extremamente agressivo.

-Comedocarcinoma: caracterizado por apresentar um padrao com varios
grupos celulares semelhantes a nddulos. Estes sdo bem definidos, ocupam
areas centrais delimitando areas de necrose, cercados por células neoplasicas
epiteliais. E um tipo comum de neoplasia mamaria felina, de comportamento
altamente metastatico.

-Carcinoma anaplasico: tipo raramente encontrado em felinos. E o tipo
histolégico de comportamento mais agressivo, no qual células tumorais invadem

o tecido normal ou hiperplasico/displasicos e tecido periglandular.

c) Carcinomas nao simples: abrangem o carcinoma ductal e o
carcinoma papilar intraductal cujo comportamento nao foi ainda bem elucidado

em felinos.

d) Neoplasias epiteliais malignas — Tipos especiais: os tipos especiais
sdo raramente encontrados em felinos. Neste grupo estdo o carcinoma de
células escamosas, carcinoma adenoescamoso, carcinoma mucinoso,

carcinoma secretério, carcinoma de células espinhosas, carcinoma inflamatério.

e) Neoplasias mesenquimais de glandula mamaria: sarcomas de
glandulas mamarias podem se desenvolver do estroma do tecido mamario ou da
derme e tecido subcutdneo que o envolvem, podendo estar presente
osteossarcoma, condrossarcoma, fibrossarcoma, hemangiossarcoma,

carcinossarcoma.

2.4.4 Graduagao Histoldgica

A graduacéo histoldgica é realizada de acordo com o grau de diferenciagao
morfoldgica, podendo atribuir a neoplasia seu grau de malignidade fornecendo
informacéao progndstica. Deste modo classifica-se em: grau | (bem diferenciado),

grau Il (moderadamente diferenciado) e grau Il (pouco diferenciado) (tabela 1).
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Os critérios levados em consideragao sao: formacgao tubular, nimero de mitoses
e pleomorfismo nuclear (ELSTON & ELLIS, 1991).

Critério Escore
A. Formacgao tubular

Tubulos representam mais que 75% do tumor 1
Tubulos representam de 10 a 75% do tumor 2
Tubulos representam menos que 75% do tumor 3

B. Pleomorfismo celular

Uniforme, regular, nucleo pequeno com pequeno nucléolo 1
Moderada variagdo de tamanho e forma nuclear, nucleo
hipercromatoso, presenca de nucléolo 2

Acentuada variagdo do tamanho do nucleo, nucleos
hipercromatosos, presenca de paracromatina com um ou
mais nucléolo proeminente 3

C. Contagem Mitética (em 10 campos de grande
aumento)

0,59 mm (0,274 mm 2)

0-9 1
10 a 19 2
>19 3
Graduacao Histolégica (Escore total A + B +C) Total

| (baixo grau, bem diferenciado) 3ab
Il (grau moderado, moderadamente diferenciado) 6a7
lll (alto grau, pobremente diferenciado) 8a9

Tabela 1: Classificacdo de Graduacao Histologica Adaptada de Elston & Ellis
(1991)

2.4.5. Exames Complementares

Além dos exames especificos ja citados, é essencial para o transcorrer do
tratamento, a realizacdo de exames de imagem e laboratoriais, que permitirdo

determinar o estadiamento clinico do paciente e a presenga de sindromes
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paraneoplasicas que frequentemente ocorrem na presenca de neoplasia
(MATOS, 2012).

Sabendo-se da capacidade metastatica de neoplasias mamarias em
felinos, exames de imagem s&o fundamentais. A realizagdo de exames
radiograficos toracicos é fundamental para pesquisa de metastase pulmonar,
acompanhando de ultrassonografia abdominal para estudo desta cavidade.
Também é possivel e indicado a realizagcdo do exame de Tomografia
Computadorizada, quando este encontra se disponivel (MORRIS, 2013)

Os exames de sangue tais como hemograma completo, dosagem de
proteinas séricas, avaliagdo hepatica e renal além de determinar o estado geral
do paciente, pode revelar a ocorréncia de doengas concomitantes (MATOS,
2012).

2.4.6 Imuno-histoquimica

A Imuno-histoquimica é um exame que permite a detecgdo de antigenos
especificos e imunofenotipagem de tecidos e sangue ou agentes infecciosos. O
objetivo deste reconhecimento em materiais biolégicos € identificar e classificar
células de interesse dentro de uma populagdo celular morfologicamente
heterogénea (ou aparentemente homogénea). Para conseguir tal resultado sao
utilizados reagentes altamente especificos para a demonstragdo de varios
antigenos tissulares ou celulares (SCHMITZ et al, 2010).

A visualizagdo do complexo antigeno-anticorpo € possivel pela adigdo de um
cromogeno conjugado ao anticorpo e enzima que pode entdo ser observado ao
microscopio (SARTURI et al, 2012).

E fundamental na avaliagdo confirmatéria de um determinado diagnéstico,
sendo utilizado também na avaliagdo prognodstica de pacientes, especialmente
na rotina oncoldgica (SCHMITZ et al, 2010).

Alguns marcadores sao utilizados para identificar moléculas-alvo para
tratamentos oncolégicos modernos e individualizados, beneficiando os
pacientes, como os receptores de estrogénio e progesterona e oncoproteina c-
erbB-2/HER2, BRCA1, BRCA2 em tumores mamarios, o CD20 nos linfomas, o
EGFR e VEGFR em diversos tipos de tumores, entre outros (FERRO, 2014).
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A deteccao de antigenos, também podem ser utilizados para identificar o
provavel comportamento de uma determinada neoplasia, como por exemplo a
auséncia de marcacao para BRAC1 e BRCA2 em neoplasias mamarias
(BORGES et al, 2012).

A técnica da imuno-histoquimica tem valor preditivo primordial para
determinar a forma molecular de carcinomas mamarios em mulheres e dessa
forma auxilias a escolha do tratamento mais adequado. Os marcadores ja sao
estabelecidos e através de suas marcac¢des para: receptor de estrogénio,
receptor de progesterona, onco-proteina HER2 / c-erbB-2 e antigeno Ki-67 é
possivel definir um dos 4 perfis moleculares do adenocarcinoma de mama -tipos
LUMINAL A, LUMINAL B, HER2 ou BASAL / TRIPLO NEGATIVO (MILLANTA
ET AL, 2005; BORGES et al, 2012).

2.4.6.1 RAD51

O gene RAD51 e sua familia sdo reguladores-chave da integridade do
DNA através de diversas fungdes no reparo de quebra de fita dupla, estresse de
replicacdo e meiose. Seu trabalho consiste em encontrar e invadir sequéncias
homélogas de DNA para permitir o reparo preciso e oportuno do mesmo. Tao
importante € seu papel que a desregulagédo do RAD51 e seus paralogos esta
associada a doencas como cancer e anemia de Fanconi (TOMBLINE; FISHEL,
2002).

A proteina RAD51, produzida pelo gene homénimo, é fundamental no
processo de reparo do DNA, principalmente na etapa de recombinagcao
homdloga, onde uma sequéncia de DNA nao danificada é utilizada como molde
para o reparo de uma sequéncia danificada. Neste processo, a proteina RAD51
atua formando filamentos proteicos na regiao danificada do DNA, contribuindo
para o reconhecimento e o reparo através do emparelhamento da sequéncia
homadloga nao danificada (BONILLA et al, 2020).

Outra funcao importante da proteina RAD51 se refere a sua participacao
na correta separacdo e rearranjo dos cromossomos durante o processo de
meiose da divisdo celular dos gametas. A expressao da proteina RAD51 tem

sido avaliada através de técnicas como imuno-histoquimica e western blot,
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sendo utilizada como um importante marcador da capacidade de reparo do DNA
nas células (BONILLA et al, 2020).

No contexto da oncogénese, mutagdes em todos os hRAD51
(denominagao para RAD51 de humanos) paralogos que se caracterizam por
mediadores conservados de RAD51, apoiando sua funcao no reparo, meiose e
replicacao de quebra de fita dupla de DNA, foram identificados em canceres
(GODIN et al, 2016).

2.4.6.2 BRCA 2

Os genes BRCA1 (breast cancer 1) e BRCAZ2 (breast cancer 2) sao
classificados como genes supressores de tumor, estando presentes no tecido
mamario e em outros sitios como o ovario, sendo ligados aos aspectos centrais
do metabolismo celular, tais como reparo de danos ao DNA, regulacéo da
expressao génica e controle do ciclo celular. O BRCA1 localiza-se no brago longo
do cromossomo 17 na posigcao 21 (17g21) e codifica uma proteina com 1.863
aminoacidos. Seu principal trabalho consiste na reparagdgo do DNA na
recombinagcdo homologa, reparo por excisdao de nucleotideos (REN) e na
regulagédo do ciclo celular, sendo expresso mediante inconsisténcia gendmica
mediada por estrogénio (COELHO et al, 2018).

Ja o BRCAZ situa-se no brago longo no cromossomo 13 na posi¢ao 12.3
(13912.3) e codifica uma proteina com 3.428 aminoacidos, e através da
interacdo com a RAD51 repara as quebras na dupla fita de DNA (COELHO et al,
2018; CASTRALLI, 2019).

No entanto, variagdes do gene BRCA2 podem aumentar os riscos de
neoplasia mamaria em uma sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario.
Mutagbes BRCA2 sdo geralmente insergbes ou dele¢des de um pequeno
numero de pares de bases de DNA no gene, resultando em proteinas
codificadas anormais sendo incapaz de atuar na protegdo do genoma. Como
resultado, ha um aumento nas mutagdes devido a falta de reparos na sintese do

DNA e desta forma, algumas mutacées podem fazer com que as células se
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dividam descontroladamente iniciando a oncogénese (CASTRALLI et al, 2019;
SHIMIZU et al, 2000).

Um estudo brasileiro encontrou variantes genéticas dos genes
supressores de tumor BRCA1 e BRCAZ2 em células somaticas e em amostras de
sangue de gatas diagnosticadas com carcinoma mamario (GOVONI et al, 2021).
Algumas dessas variantes, especialmente as encontradas em linhagem
germinativa, podem representar fatores de predisposi¢do para o carcinoma
mamario em gatas, devido ao seu relativo impacto funcional no DNA e as
caracteristicas hereditarias, sendo um importante fator de risco para esse tipo de
neoplasia (GOVONI et al, 2021). Esse estudo identificou mutagcdes germinativas
no gene BRCAZ2, indicando um componente hereditario no desenvolvimento do
carcinoma mamario.

No entanto, o mecanismo exato em que essas mutacdes nos genes
BRCA1 e BRCA2 podem levar a uma maior chance de desenvolvimento de

neoplasias em gatos ainda nao é totalmente compreendido (WIESE et al, 2013).

2.4.6.3 Interagao entre RAD51 e BRCA2

O gene BRCA2 desempenha um papel duplo na regulacao das agdes do
gene RAD51, que codifica uma proteina homénima, essencial para a
recombinagdo homoéloga e reparo do DNA. Inicialmente as interacdes entre o
RAD51 e as regibes BRC3 ou BRC4 do BRCA2 bloqueiam a formagéo de
filamentos de nucleoproteinas . Em segundo lugar, o transporte de RAD51 para
o nucleo é defeituoso nas células que transportam um truncamento de BRCA2
associado ao cancer, dessa forma a proteina RAD51 nao pode atuar em casos
de quebra dupla de DNA no processo de recombinagdo homodloga (LIM et al,
1996; CHEN et al, 1999).

Assim, o BRCAZ2 regula tanto a localizagao intracelular como a capacidade
de ligacdo ao DNA do RAD51. A perda destes controles apés a inativagado do
BRCA2 pode ser um evento chave que leva a instabilidade genémica e a
carcinogénese (DAVIES et al, 2001).
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propés como objetivo geral analisar a ocorréncia da
marcacao tecidual das proteinas RAD51 e BRCA2 em neoplasias mamarias em
mulheres e gatas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliando os resultados das imuno-histoquimicas, entender mais sobre o
processo de carcinogénese na espécie felina;

- Através da comparagédo da marcagao (score, localizagao, distribuicéo)
imuno-histoquimica das duas espécies, indicar se a gata pode ser usada como

modelo de estudo para mulheres.

4.MATERIAL E METODOS

Para realizagao desta pesquisa, este projeto tem a autorizagdo do Comité de
Etica de Utilizacdo de Animais — UNESP Botucatu (Protocolo CEUA 0365/2023).

4.1 Analise in silico dos dados de mulheres

Como primeira etapa dessa pesquisa, foi realizada uma analise in silico,
com os dados do The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), sobre
a marcagcao do BRCA2 e RAD51 em carcinomas mamarios de mulheres.
Primeiro, foi realizada uma busca sobre os marcadores BRCA1 e RADS1,
individualmente, a aba de busca. Posteriormente, no sumario, foi selecionado o
item “pathology”, e dentre as opgdes, selecionou-se os casos de “breast cancer’.
Foram encontrados 11 casos de carcinoma mamarios de mulheres com
expressao de BRCA2 e 20 casos com expressao de RAD51.

Foi avaliado o perfil de marcacdo de cada um dos casos, e os dados
disponivel foram utilizados, como idade, subtipo histolégico e padrao de
marcacgao. Os dados foram tabulados e as imagens de hematoxilina e eosina e

imuno-histoquimica foram selecionados para representacao dos dados.
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4.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidas nessa pesquisa de carater retrospectivo, casos de gatas
acometidas por neoplasias mamarias, provenientes do setor de patologia da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) / Paraiba. Foram
selecionados pacientes que apresentavam diagndstico prévio de carcinoma
mamario e que tivessem material fixado em blocos de parafina, contendo
material para analise de imuno-histoquimica. Foi realizada analise histoldgica e

selecionados casos apenas com diagnostico de carcinomas mamarios.

4.3 Avaliacao morfoldgica e graduacao histopatoldgica

Para analise histopatolégica, as cadeias mamarias apos mastectomia
foram coletadas imediatamente apds procedimento cirargico. Foi realizada
analise macroscopica e posteriormente, a realizagao de secgdes nos tumores
para impregnacao da parafina. Para isso o 6érgao ou um pedacgo deste, apds a
fixacdo, foi desidratado em uma série alcodlica de concentragcao crescente e
diafanizado em xilol em histotécnico automatico (Leica Biosystems, Wetzlar,
Alemanha). Posteriormente as amostras foram dispensadas em uma central de
inclusdo semi-automatica (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e os blocos
foram confeccionados. Por fim, os blocos de parafina foram cortados em
micrétomo semi-automatico (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha), em fatias
de 4um de espessura. Os cortes foram dispostos em |aminas de vidro e corados
pela técnica de hematoxilina e eosina (HE). O processo descrito foi realizado
pelo Setor de Patologia da Universidade Federal de Campina Grande — Paraiba.

Os blocos de parafina foram cedidos a esta pesquisa pela professora da
mesma instituigdo, Dra. Gabriela Noronha de Toledo.

Ja no setor de Patologia da Unesp campus Botucatu, a classificagéo
histopatolégica foi realizada de acordo com Zappulli (2008). As amostras foram
avaliadas em microscoépio 6ptico, em aumento de 40x por dois observadores
independentes. A graduacao histopatoldgica foi realizada e todos os carcinomas

avaliados foram classificados de acordo com Elston e Ellis (1991).
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4.4 Técnica de Imuno-histoguimica

Para a realizagdo da técnica de imuno-histoquimica, as amostras
selecionados foram cortadas em microtomo com espessura de 4um e
distendidos em laminas proprias para imuno-histoquimica (StarFrost, Knittel,
Braunschweig, Alemanha) com o objetivo de promover maior aderéncia dos
cortes as laminas de vidro, evitando assim a perda do material durante o
processamento. As laminas foram estocadas em estufa com temperatura entre
55 e 58°C por 24 horas, e transferidas para cubas de vidro vertical a fim de
realizar-se a técnica de imuno-histoquimica. A técnica seguiu o protocolo do
Laboratério de Imuno-histoquimica do Servigo de Patologia da FMVZ — UNESP
— Botucatu. A recuperagédo antigénica foi realizada em panela de presséo
(Pascal, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) e o bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com perdxido de hidrogénio 8% diluidos em alcool
metilico. O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com o reagente
comercial Protein block (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). Os anticorpos
monoclonais anti-RAD51 e anti-BRCA2 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) foram utilizados na diluicao de 1:500 e 1:500,
respectivamente.

O controle positivo foi um testiculo normal de cdo para os dois anticorpos,
baseado na indicacao do The Human Protein Atlas
(https://lwww.proteinatlas.org/) e para controle negativo, a imunoglobulina a
imunoglobulina de camnundongo foi utilizada, em substituigdo ao anticorpo

primario.

4.5 Analise Imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi realizada de acordo com a literatura
prévia para o cancer de mama em mulheres (SODERLUND et al., 2007), com
adaptagdes. A intensidade da marcacao foi classificada como negativa, fraca,
moderada ou forte, e a porcentagem de células tumorais foi categorizada da
seguinte forma: negativa, 1-25%, 26-50%, 51-75% e > 75%. Apds

caraceterizacdo de acordo com a literatura prévia, as amostras sem marcacao
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receberam o escore final 0. Amostras com intensidade de marcacao fraca a forte
com percentagem de expressao até 25% receberam o escore 1+. Amostras com
marcacgao fraca e moderada e expressao entre 26 a 50%, recebram escore 2+.
Amostra com marcacgao forte de 26 a 50% ou marcagao fraca, moderada ou forte
entre 51 a 75% ou expressao >75% com intensidade fraca, receberam escore
3+. Amostra com expressdao maior que >75% e expressdo moderada ou forte,

receberam escore 4+.

4.6. Analise estatistica

Foi realizada estatistica descritiva, com dados apresentando por frequéncia
e percentagem. Os dados qualitativos foram analisados pelo teste de Fisher ou
Qui-quadrado, utilizando o programa computacional GraphPad Prism 8.0. Os

valores de p foram considerados significativos com esse foi menor que 0.05.

5. RESULTADOS

5.1 Dados dos carcinomas mamarios de mulheres

Para o BRCA2, 11 casos disponiveis foram selecionados. Nesses tumores,
foi identificada expresséao citoplasmatica, membranosa e nuclear de BRCA2 nas
amostras de tumores de mulheres. Dentre elas, uma amostra (3/11) apresentou
expressao 3+ e oito amostras com expressao 4+ (8/11) (Figura 5). Os dados

remanescentes foram incluidos na tabela 2
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Identificagao Diagnéstico Imuno localizagao . Score
Do paciente GEED Histopatologico De BRCA2 i T D) [MEER £ final

1585 93 Ca(;ﬁ'é‘tgjna Nuclear Moderado >75% 4+
Carcinoma Moderado S75%

2898 41 Lobular Nuclear 4+
Carcinoma Moderado S75%

2252 47 Lobular Nuclear 4+
Carcinoma Moderado >759

1916 62 ductal Nuclear ° 4+
Carcinoma Moderado o

2428 75 ductal Nuclear >75% 4+
Carcinoma Moderado

2174 37 ductal Nuclear 25% - 15% 3+
Carcinoma Moderado

1939 87 ductal Nuclear 25% - 157 3+
Carcinoma Citoplasma/ Moderado

ductal Membrana >75%

1910 61 Nucleo 4+

Carcinoma
> 0,

1874 80 ductal Nuclear Fraco 75% 3+
Carcinoma Moderado >759

2392 27 ductal Nuclear ° 4+
Carcinoma Moderado >759

3257 39 ductal Nuclear ° 4+

Tabela 2: Dados comparativos entre histopatologia, imuno-localizagao,
intensidade e porcentagem para BRCA2 em carcinomas mamarios de mulheres.
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Figura 5. Imuno-histoquimica de amostras de carcinoma mamario de mulheres
para o marcador BRCA2. A e B: Amostras de carcinoma ductal de uma paciente
com 80 anos, apresentando marcacgéao nuclear 3+. C e D: amostra de carcinoma
ductal de uma paciente com 61 anos, com marcacdo membranosa,
citoplasmatica e nuclear, com escore 4+. E e F: amostra de um carcinoma lobular
em uma paciente com 41 anos, apresentando escore 4+. Crédito da imagem de
imuno-histoquimica: The Human Protein Atlas, www.proteinatlas.org. Imagens
disponivel na seguinte URL: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000139618-
BRCAZ2/pathology/breast+cancer#imid_7131996 (acessado em 22 de abril de
2024).
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Para o RAD51, 19 casos foram avaliados (tabela 2) Também foi
identificada expresséao citoplasmatica, membranosa e nuclear. Dentre elas, uma
nao apresentou marcagao (1/19), quatro apresentaram marcacédo 1+ (4/19),

cinco apresentaram marcagao 2+ (5/19), cinco apresentaram marcagao 3+

(3/19) e trés apresentaram marcagao 4+ (3/19)

Identificacao Diagnéstico Im_u no. . Score
Do ‘ente Idade Histopatol6gico localizagao Intensidade | Porcentagem final

pacien patolog De RAD51
1916 62 Carcinoma Nuclear Moderado > 75% 4+

ductal
3546 58 Carcinoma Nuclear Moderado < 25%

Lobular 2+
3527 39 Carcinoma Nuclear Moderado > 75%

ductal 4+
2428 75 Carcinoma Nuclear Moderado < 25%

ductal 2+
1775 55 Carcinoma Nuclear Moderado < 25%

ductal 2+
1874 80 Carcinoma Nuclear Moderado 75% - 25%

ductal 3+
2091 40 Carcinoma Nuclear Forte 75% - 25%

ductal 4+
1939 87 Carcinoma Nuclear Fraco < 25%

ductal 1+
1910 61 Carcinoma Nuclear Moderado < 25%

ductal 2+
1910 61 Carcinoma Citoplasma/ Fraco >75%

ductal membrana 3+
2160 83 Carcinoma Sem Negativo 0

ductal marcagao 0
439 43 Carcinoma Citoplasma/ Fraco <25%

Ductal Membrana/nticleo 1+
643 62 Carcinoma Citoplasma/ Fraco > 75%

Ductal membrana 3+
4193 43 Carcinoma Moderado < 25%

Ductal Nuclear 2+
1874 80 Carcinoma Citoplasma/ Fraco <25%

Ductal membrana 1+
1268 54 Carcinoma Citoplasma/ Fraco <25%

Ductal membrana 1+
4915 40 Carcinoma Citoplasma/ Fraco >75%

ductal membrana 3+
4229 66 Carcinoma Citoplasma/ Fraco >75%

Lobular Membrana 3+

Tabela 3:Dados comparativos entre histopatologia, imuno-localizagéo,
intensidade e porcentagem para RAD51 em carcinomas mamarios de mulheres.
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Figura 6. Imuno-histoquimica de amostras de carcinoma mamario de
mulheres e gatas para o marcador BRCA2 e RAD51.A e B: marcagao positiva
de expressao de BRCA (3+) em mulher e gata respectivamente. C e D: marcagao
positiva para RAD51 (1+) em mulher e gata respectivamente. E e F: marcagao
positiva de expressao de BRCA (4 +) em mulher e gata respectivamente. Crédito
da imagem de imuno-histoquimica: The Human Protein Atlas,
www.proteinatlas.org.

5.2 Dados dos Carcinomas Mamarios em gatas

Das vinte e quatro ldminas de carcinoma mamario de gatas analisadas treze
foram classificadas como carcinomas ductais (13/24). Destas, oito apresentaram
Grau |, o que caracteriza uma neoplasia de baixo grau e bem diferenciada. As
outras cinco apresentaram Grau Il, o que ja implica em neoplasias

moderadamente diferenciadas.
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Cinco casos (5/24) exibiram o subtipo tubular, todas de Graduacgao I. Apenas
trés amostras (3/24) foram classificadas como tubulopapilar (duas grau | e outra
grau Il) e uma (1/24) como micropapilar (grau IlI). Observado em menor
quantidade foi o tipo adenoescamoso, presente em duas laminas (2/24) (tabela
3).

LAMINA HISTOPATOLOGI )

S RAD51 |BRCA2 |A GRADUACAO |IDADE |RACA
P90/10 0 3 | Tubulopapilar I 2 | Siamés
P153/11 2 4 | Ductal I Sl SRD
P13/11 0 2 | Tubulopapilar I Sl SRD
P170/13 2 4 | Adenoescamoso | Il 11| SRD
P222/13 0 3 | Tubular I 1|SRD
P135/14 0 1 | Micropapilar Il 13 | SRD
P251/17 0 0| Ductal Il 3|SRD
P381/17 0 3 | Tubular I 10| SRD
P33/17 0 2 | Adenoescamoso || 11|SRD
P211/17 1 1| Tubular I 14 | SRD
P372/18 0 3| Ductal I 10 | Persa
P446/18 3 3| Ductal | 12| SRD
P199/18 2 1 | Ductal [l 4| SRD
P828/19 1 2 | Ductal Il Sl Sl
P431/19 3 0 | Ductal Il 10| SRD
P54/19 2 1 | Tubulupapilar Il 8 | SRD
P168/19 1 0 | Ductal I S Sl
P293/19 1|8l Ductal Il Si Sl
P43/19 1 0 | Ductal I 1|SRD
P25/19 0 2| Tubular I 17| Sl
P60/20 |SI 1| Tubular I 11| SRD
P66/21 1 0 | Ductal I 11| Sl
P45/21 2 0| Ductal | Sl Sl
H177/23 2 0] Sdlido Il 9|SRD

(SI: sem informacao; SRD: Sem raga definida)

Tabela 4: Dados clinicos, classificagado histopatolédgica, graduacgao histolégica
e imuno-histoquimica das amostras de neoplasias mamarias de gatas.

Para um melhor efeito comparativo do comportamento dos marcadores entre
as espécies, foram separados os marcadores e seus escores, sendo delineados

em duas tabelas (tabela 5 e 6)
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RAD51 0 1+ 2+ 3+ 4+
Gatas 9 6 6 2 0
Mulheres 1 4 5 5 3

Tabela 5: Representacdo do marcador RAD51 de acordo com a espécie e

escore final.
BRCA2 0 1+ 2+ 3+ 4+
Gatas 7 5 4 5 2
Mulheres 0 0 0 3 8

Tabela 6: Representacdo do marcador BRCA2 de acordo com a espécie e
escore final.

6.DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a cadela vem deixando de ser o modelo de escolha
para estudos de neoplasias mamarias em mulheres, devido a descoberta de
maior proximidade entre a histologia, precocidade e alta recorréncia de
metastazizacao e rapido crescimento tumoral com as gatas. Somando-se a isso,
em ambas as espécies, ha pouca participacdo de tecido mioepitelial,
diferentemente da cadela (PEREZ-ALENZA et al, 2004; TRAVASSOS, 2004).

Sabendo da importancia da neoplasia mamaria na espécie felina e como
modelo de estudo para mulheres, propusemos em nosso trabalho um estudo
concomitante das espécies, para avaliarmos como a marcagao do gene BRCA2,
amplamente estudado entre as mulheres, em associacdo com a marcagao do
gene RADS51, se apresentaria. Junto com esse foco de estudo, através de
informagdes epidemioldgicas adicionais, foi possivel a discussdo de outros
fatores ligados a neoplasia mamaria (SODERLUND et al, 2007)

Na primeira etapa do projeto que foi a confirmagao histopatoldgica das

amostras recebidas em laminas de parafina, obtivemos informacdes similares as
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de varios autores e os achados em nossa vivéncia clinica classificando como
quase em sua totalidade neoplasias em gatas como malignas.

A idade apresentada pelos animais no momento do diagnédstico exibiu
uma grande variagao (1 ano a 17anos). As mulheres também apresentaram um
importante intervalo etario, de 27 a 93 anos. Esta variagdo sugere fortemente
que a genética é parte fundamental da etiologia de neoplasias mamarias, mas
outros fatores estdo associados.

Na medicina veterinaria é dificil determinar a linhagem familiar de gatas
com neoplasias mamarias, pois como mostram nossos dados, 70 % delas
(17/24), nao possuem racga definida e 25 % (6/24) ndo se atribuiu informacao
sobre raca, o que nos leva associar que esses animais foram adquiridos através
de adocdo, nos impossibilitando o conhecimento sobreparentesco. Estas
informacdes seriam fundamentais para analisarmos se nas gatas o fator genético
€ tdo importante como nas mulheres.

Com relacdo ao diagnodstico histopatolégico o carcinoma ductal
representou 54% das amostras que normalmente ocupa o segundo ou terceiro
lugar na incidéncia das neoplasias mamarias, sendo precedidos por carcinomas
tubulares e sélidos. O padrao micropapilar, encontrado em uma amostra, néo é
comum e apresenta comportamento bioldgico agressivo (BERSELLI et al, 2020;
CASSALI et al, 2018; TOGNI, 2013; ZAPPULLI, 2017).

Como na segunda etapa trabalhamos com os dados obtidos da The
Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), foi possivel analisar dados
anatomopatolégicos e faixa etaria das mulheres envolvidas no estudo. O tipo
histopatolégico mais observado foi o carcinoma ductal (23/29 casos), 0 mesmo
tipo mais encontrado em nosso estudo, o que corrobora a afirmacédo de maior
semelhanga entre as neoplasias mamarias humanas e nas gatas, inclusive em
sua parte estrutural, visto que o tipo mais observado em cadelas € o carcinoma
em tumor misto (ZAPULLI et al, 2015; CASSALI et al, 2018).

Quanto a analise dos imuno marcadores, obtivemos da plataforma, os
dados das mulheres separadamente. Na leitura das laminas de imuno-
histoquimica das gatas observamos a diferenca entre as marcacoes.

Quatorze gatas apresentaram marcagdo positiva para RADS1

representando 58% dos casos e dezesseis apresentaram marcagao para
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BRCAZ2 correspondendo 66% da amostra. Sete gatas (29%) foram positivas para
ambos os marcadores.

Analisando numérica e comparativamente os dados foi possivel
perceber que nas gatas para o marcador RAD51 o maior numero de animais esta
distribuido no grupo sem marcagao, seguido de 1+ e 2+. Para o BRCA2, a
distribuicdo entre os scores € mais homogénea, no entanto, o maior numero de
gatas teve marcacéo negativa.

Com relagao as mulheres temos um quadro totalmente diferente. Para
RAD51, a distribuicio € homogénea, apresentando maior numero de
representante nos scores 2 e 3+. Para BRCA2 quase a totalidade dos individuos
se encontram no grupo 4+ (72%).

Apesar da similaridade comportamental entre as neoplasias entre gatas
e mulheres, podemos observar que a marcacao de RAD51 e BRCA2 apresentam
um padrao diferente.

Como foi citado anteriormente, ndo temos um volume de dados robusto
quando se trata de parentesco em gatas, podendo ser esta uma hipétese da
pouca marcagdao do BRCA2, sendo este ligado a fatores hereditarios. Talvez
estudos semelhantes realizados em criatérios ou gatis, onde os animais s&o
consanguineos, o resultado se mostraria diferente. Ainda dentro deste tdpico,
resultados significativos com relagdo a marcagdo de BRCA2 talvez sejam
obtidos em familias de gatos da raga siamesa, cuja predisposi¢dao ao
desenvolvimento de tumor de mama é maior que as demais racas (AMORIM,
2004).

Devido a estreita correlagdo entre esses dois genes nos processos de
reparos de mutacdo génica, outros estudos relacionando sua presenca em
neoplasias, seria fundamental pensando-se em possiveis terapias génicas.

A maior expressao, tanto da proteina RAD51 e BRCA2 em gatas nos
leva a pensar, em uma maior atividade de reparo de multiplicacao celular
desordenada nesta espécie, no entanto sem alta taxa de sucesso, devido a alta

incidéncia de carcinomas mamarios na espécie.
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7.CONCLUSOES

A similaridade em diversos fatores das neoplasias mamarias de mulheres e
gatas, como tipo histopatolégico, potencial metastatico e rapido crescimento séo
evidentes. Apesar da marcagao positiva do RAD51, BRCA2 ou de ambos em
diversas neoplasias de gatas e mulheres, encontrou-se diferenga dos numeros
de individuos em cada escore. Futuros estudos envolvendo tanto grupos com
maior numero de gatas e de mulheres e realizados em diferentes tipos tumorais,
podem ser mais elucidativos para avaliacdo de expressao conjunta de RAD51 E
BRCAZ2, contribuindo ainda mais para o conhecimento de novas vias da biologia

molecular.
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