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Resumo

Estudo da resposta inflamat6ria em tumores mamarios de cadela

Os tumores mamarios apresentam uma elevada prevaléncia em cadelas e constituem uma importante
entidade clinica nesta espécie. O papel do sistema imunitario no desenvolvimento tumoral tem sido

largamente estudado, porém, o seu valor prognostico ainda nao esta estabelecido.

Neste trabalho foi realizado o estudo da resposta inflamatoria associada aos tumores e investigada a
sua associacao com parametros de carater prognaostico.

Colheram-se 49 massas da regido mamaria a partir das quais se selecionaram 41 tumores mamarios.
Nestes, identificaram-se diferentes populacdes celulares inflamatorias (linfdcitos, neutrdéfilos,
macrofagos e mastocitos). O infiltrado linfoide foi quantificado em ausente (48,78%), escasso
(16,66%), moderado (26,83%) e abundante (7,32%) e a sua distribuicao foi caracterizada.

Em 13 carcinomas efetuou-se a fenotipagem linfocitaria B/T, recorrendo a imunohistoquimica e
utilizando os anticorpos: PAX5 (Leica-PA0552) e CD3 (Dako-A0452). Os resultados foram
avaliados pela percentagem e densidade de células marcadas como positivas.

Né&o se verificaram correlacGes entre as duas populac@es linfocitarias identificadas. No conjunto dos
tumores analisados, foi verificado um valor médio superior de células positivas a anti-PAX5. Foram
obtidas fortes associacfes entre a percentagem e a densidade de células positivas para cada
imunomarcador.

N&o se verificaram associacdes com parametros progndsticos, sendo necessaria mais investigacdo

para compreensdo do papel da resposta inflamatoria nestes tumores.

Palavras-chave: tumor mamario; cadela; resposta inflamatoria; linfocitos
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Abstract

Study of the inflammatory response in canine mammary tumours

Mammary gland tumours exhibit a high prevalence in bitches and are regarded as an important
clinical entity in this species. The role of immune system in tumorigenesis has been widely studied

however, its prognostic value is not yet established.

In this study, tumour-associated inflammatory response was studied and its association with
prognostic parameters was investigated.

Forty-one mammary tumours were selected to study from 49 mammary masses collected. In the
selected tumours different inflammatory cell populations were identified (lymphocytes, neutrophils,
macrophages and mast cells). Lymphoid infiltrate was quantified as follows: absent (48,78%), scarce
(16,66%), mild (26,83%) and abundant (7,32%). Its distribution was also characterized.

B and T-cell phenotyping was performed in 13 carcinomas by immunohistochemistry using two
antibodies: Pax5 (Leica-PA0552) and CD3 (Dako-A0452). Results were evaluated through the
percentage and density of positive cells.

There was no statistically significant correlation between the identified lymphocyte populations.
Regarding lymphocyte density, a superior mean value of anti-PAX5 positive cells was verified in the
whole group of studied tumours. Strong associations were observed between the percentage and the
density of positive cells for each of the immunomarkers.

There were no statistically significant associations with prognostic parameters. Further investigation
will be required in order to understand the role of inflammatory response in canine mammary

tumours.

Keywords: mammary tumour; bitch; inflammatory response; lymphocytes
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I.  Atividades desenvolvidas no estagio curricular

O estégio decorreu no periodo de tempo compreendido entre 2 de setembro e 7 de marco e foi
constituido por dois periodos de atividades distintas. Na primeira fase foram desenvolvidas
atividades na area de clinica de animais de companhia durante o periodo entre 2 de setembro e
1 de dezembro, perfazendo aproximadamente 500 horas de pratica médico-veterinaria, numa
média de 40 horas semanais. Foi-me semanalmente solicitada a apresentacdo de um trabalho
escrito com um tema a minha escolha.

No periodo entre 3 de dezembro e 7 de marco estagiei no Departamento de Anatomia
Patologica, na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL).

Realizei vérias atividades que perfizeram um total de aproximadamente 350 horas.

1. Clinica Alcabidechevet

A clinica é constituida por duas salas de consulta, sala de imagiologia e analises clinicas,
internamento, escritorio, armazém, sala de tosquias, sala de preparacdo cirdrgica e sala de
cirurgia. O corpo clinico é constituido por 5 médicos veterinarios: Dr.2 Claudia Correia (diretora
clinica), Dr. Jodo Martins, Dr. Rui Patricio, Dr.2 Patricia Caleiro e Dr.2 Marta Caixinha.
Colaboram ainda 2 enfermeiras veterinarias e uma auxiliar.

As atividades desenvolvidas decorreram no d&mbito de clinica de animais de companhia com as
componentes de medicina interna, internamento, imagiologia e cirurgia. A maioria da casuistica
assistida durante o estagio foi relativa a canideos e felideos. Menos frequentemente, assisti a
casos que envolveram animais exoticos nomeadamente lagomorfos, pequenos roedores e aves.
No ambito da medicina interna pude assistir a consultas, perfazendo um nimero aproximado
de 65 consultas semanais, nas quais acompanhei a realizacdo de anamnese e exame fisico,
colheitas sanguineas, cateterizacGes, vacinacdes, desparasitacdes, administracdes de farmacos,
avaliacOes da evolugédo do processo de cicatrizacdo de feridas e suturas, aplicagédo e mudanca
de pensos, remocéo de pontos e procedimentos de eutanasia e quimioterapia.

No internamento acompanhei monitorizagdes durante o periodo pds-operatorio e administracéo
de farmacos, além de prestar cuidados basicos de higiene e alimentacao.

Executei e interpretei os resultados de analises de urina, hematoldgicas e bioquimicas
sanguineas. Observei ao microscopio esfregacos sanguineos para pesquisa de hemoparasitas,

sedimento urinario e raspagens cutaneas para pesquisa de &caros e fungos. Colaborei na



realizacdo de ecografias, ecocardiografias, radiografias simples, radiografias contrastadas e
eletrocardiogramas.

Na é&rea de cirurgia pude acompanhar a preparacdo pré-cirdrgica, inducdo e manutencdo
anestésicas e o fornecimento do material de cirurgia. Assisti a, aproximadamente, 6
procedimentos cirdrgicos semanais nomeadamente mastectomias, ovariohisterectomias (OVH)
eletivas, OVH para resolucdo de pidmetra, extracdes dentérias, destartarizacBes, orquiectomias
(caninas e felinas), drenagens de otohematomas, amputac6es da cauda, entre outros.
Acompanhei a Dr.2 Claudia Correia em dois servicos de domicilio para realizacdo de penso e
eutanasia e contactei com situacGes de emergéncia médico-cirargica, acompanhando e
participando na estabilizacdo de animais traumatizados por mordedura ou atropelamento e em
situacdes de status epilepticus. Assisti também a consultas, exames imagioldgicos e cirurgia de
animais exoticos com o Dr. Rui Patricio, bem como a pratica de acupunctura pela Dr.2 Patricia

Caleiro em situacdes de dor crénica em pacientes geriatricos.

2. Faculdade de Medicina Veterinaria — Departamento de Anatomia
Patologica

Durante o estagio em Anatomia Patoldgica contactei com varios procedimentos e técnicas
laboratoriais e desenvolvi diferentes atividades. Colaborei em aproximadamente 100 exames
histopatologicos de tumores mamarios, nos quais realizei o corte de material e a posterior
observacao microscopica para diagnostico histopatologico.

Executei cerca de 40 necropsias de canideos, felideos, lagomorfos e aves e realizei a observacéao
microscépica do material recolhido para exame histopatolégico proveniente de alguns destes
casos. Tive ainda a oportunidade de poder assistir a aulas praticas de Anatomia Patolégica e
auxiliar os alunos na realizagdo da técnica de necropsia.

Assisti a 12 consultas de Citologia realizadas no Hospital da FMV-UL nas quais pude observar
a execucdo da técnica de puncao aspirativa com agulha fina e ajudar na contencéo dos pacientes.
Fiz observagdo das laminas resultantes destas consultas, com especial atencdo nos casos de
lesBes com origem ao nivel da glandula maméria.

Assisti e realizei técnicas de imunohistoquimica.

No decorrer da atividade pratica, procedi a colheita de material proveniente de mastectomias
de cadelas realizadas na clinica Alcabidechevet e no Hospital Escolar da FMV-UL. Tive a
oportunidade de realizar a colheita, exame macroscopico e analise histopatologica dos tumores

mamarios incluidos neste estudo, podendo desenvolver aptidGes técnicas e de diagnostico.



Il. Introducéo geral

Os tumores mamarios perfazem metade da totalidade dos tumores registados em cadelas
(Johnson, 2009) sendo as neoplasias mais registadas em fémeas inteiras (Rasotto, Zappulli,
Castagnaro & Goldschmidt, 2012; Sorenmo, Worley & Goldschmidt, 2013). As neoplasias
mamarias caninas sdo caracterizadas pela sua diversidade histoldgica, ndo obstante, verifica-se
uma prevaléncia significativa de carcinomas que os torna o tipo histolégico mais comum (Pefia
et al., 2014; Rasotto et al., 2012). Cerca de 50% dos tumores mamarios caninos sdo malignos e
metade destes ira sofrer metastizacdo (Euler, 2011) que, segundo Rasotto et al. (2012), é a
principal causa de morte dos animais afetados.

O desenvolvimento de uma massa neoplésica é caracterizado por uma complexa interacao
simbidtica entre as células tumorais, as células do estroma tumoral e todo o microambiente que
as rodeia, sustentando o crescimento da massa e favorecendo a sua disseminagdo. Os tecidos
neoplasicos apresentam uma complexa organizacdo, caracterizada pela infiltragdo por células
inflamatorias (Trinchieri, 2012). Existe um tipo de carcinoma mamario bastante agressivo, o
carcinoma mamario inflamatorio, onde o termo “inflamatério” € aplicado para descrever as
caracteristicas macroscopicas observaveis ao exame clinico e ndo propriamente as suas
caracteristicas histologicas. Ao nivel microscopico, os achados mais caracteristicos sdo a
marcada invasdo dos vasos linfaticos da derme por células tumorais e ndo propriamente a
presenca de infiltrado inflamatorio (Clemente, Pérez-Alenza & Pefia, 2010). E importante
salientar que a existéncia de uma resposta inflamatéria com infiltracdo de células inflamatorias
ndo é exclusiva deste tipo de carcinomas. Como poderemos ver no capitulo referente a
imunologia tumoral presente neste trabalho, a presenca de inflamacéo, com ou sem infiltrados
celulares, pode ocorrer em varios tipos de tumores.

Ha muito que os patologistas identificaram a existéncia de interacfes entre as células tumorais
e o sistema imunolégico considerando que as respostas inflamatérias observadas traduziam o
combate ao tumor por parte do individuo. Rudolph Virchow, ha aproximadamente 150 anos, ja
especulava a conex&o entre a inflamacéo e o cancro apos observar a presenca de leucocitos em
tumores mamarios humanos (Morrison, 2012). Em 1909, Paul Ehrlich sugeriu que o sistema
imunolégico do individuo contribuia na prevencdo do desenvolvimento tumoral (Chow, Méller
& Smyth, 2012). Mais tarde, em 1957, Burnet e Thomas propuseram a teoria de que o sistema
imunologico reconhece e elimina as células que sofreram transformacdes neoplasicas (Mittal,
Gubin, Schreiber & Smyth, 2014).



As interacOes entre o sistema imunologico e as células tumorais sdo estudadas por uma area
particular da imunologia denominada imunologia tumoral (Maia & Cardoso, 2012). Hoje em
dia sabe-se que o sistema imunoldgico promove ou controla o crescimento tumoral. Estas acGes
contraditérias dependem, entre outros fatores, dos componentes do sistema imunologico
envolvidos em cada processo e da natureza dos antigénios tumorais expressos pelas células
neoplésicas (Mittal et al., 2014).

A medida que uma célula se transforma numa célula tumoral, adquire vérias capacidades
bioldgicas que permitem o crescimento tumoral e a metastizagdo. Hanahan e Weinberg (2000)
enumeraram as 6 capacidades bioldgicas adquiridas pelas células ao longo do desenvolvimento
tumoral: auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais de inibicdo de
crescimento, evasdo a morte celular por apoptose, potencial de replicacdo ilimitado,
angiogenese sustentada e invasdo dos tecidos e metastizacdo. Posteriormente, Hanahan e
Weinberg (2011) definiram que a aquisicdo destas capacidades biologicas se deve a
instabilidade gendmica existente nas préprias células tumorais e ao microambiente inflamatorio
pré-tumoral que as rodeia. Adicionaram ainda duas capacidades bioldgicas consideradas
emergentes: a reprogramacdo do metabolismo energético da célula e a evasdo ao sistema
imunoldgico.

O papel das células inflamatérias no desenvolvimento tumoral permanece uma area em debate.
Em medicina humana, existem estudos nos quais estd descrito o papel ambiguo de elementos
celulares. Em cadela, ainda nédo foi realizada uma caracterizacdo consensual dos varios fatores
do microambiente tumoral, nomeadamente do tipo de populacdes de células inflamatdrias
(Kim, Yu, Yhee, Im & Sur, 2010).

Atualmente, o papel da reacdo inflamatoria associada aos tumores tem sido alvo de variados
estudos. Os tumores mamarios de cadela, considerados modelos em estudos de oncologia
comparada, permitem uma caracterizacdo aprofundada da resposta do sistema imunoldgico
aplicavel a investigacdo do cancro da mama. Por este motivo, a investigacdo em neoplasias
caninas devera ser cada vez mais explorada.

No presente trabalho foi estudada a resposta inflamat6ria em tumores mamarios caninos. Além
de ter sido realizada a caracterizag&o histopatoldgica de todos os tumores mamarios obtidos, foi
ainda efetuada a observacéo e caracterizacdo dos focos da resposta inflamatdria associada aos
tumores e andlise imunohistoquimica dos infiltrados linfoides identificados. Os resultados
obtidos foram associados a fatores de carater progndstico na tentativa de inferir algumas

conclusoes.



I11. Revisdo bibliogréafica

1. Tumores mamarios em cadela

1.1. Revisdo morfo-fisioldgica da glandula mamaria

A estrutura basica responsavel pela glandula mamaria é a crista ou linha mamaria pré-natal que
se estende, em forma de arco, entre as regides axilar e inguinal (Evans & De Lahunta, 2013).
No cdo, a crista mamaria estd bem desenvolvida aos 25 dias de gestacao e, por volta dos 30 dias
(Evans & De Lahunta, 2013), podem ser observados varios botdes mamarios, nem sempre
simétricos, a partir dos quais se desenvolveré o paréngquima mamario apresentando 8 a 14 brotos
epiteliais primarios (Davidson & Stabenfeldt, 2013; Foster, 2007; McGeady, Quin, FitzPatrick
& Ryan, 2006). O nimero de mamas varia entre 8 a 12, sendo mais frequente um total de 10
dividido em 4 glandulas torécicas, 4 abdominais e 2 inguinais de maior dimenséao (Evans & De
Lahunta, 2013).

A glandula mamaria ¢ uma glandula tabulo-alveolar composta (Zayas, Rodriguez, Thomas &
Guisado, 2005) constituida por grupos adjacentes de alvéolos que formam Iébulos separados
por tecido conjuntivo interlobular que, por sua vez, quando se juntam formam lobos (Davidson
& Stabenfeldt, 2013; Sleeckx, Rooster, Kroeze, Van Ginneken & Van Brantegem, 2011).

Os alvéolos sdo constituidos por um epitélio simples cubico cuja altura varia consoante a
atividade secretora da glandula (Monteiro-Riviere, 1998; Sleeckx et al., 2011; Zayas et al.,
2004). Entre a base das células epiteliais e a membrana basal do alvéolo sdo encontradas células
mioepiteliais com filamentos citoplasmaticos de actina que se contraem em resposta a a¢do da
oxitocina (Zayas et al., 2004), sendo responsaveis pela descida do leite (Sleeckx et al., 2011).
O sistema de ductos tem inicio nos ductos intralobulares que drenam no ducto lobular. Por sua
vez, estes convergem nos ductos galactéforos (Monteiro-Riviere, 1998; Zayas et al., 2004). Os
ductos intralobulares apresentam um epitélio simples cubico rodeado por células mioepiteliais
que, na porcao distal dos ductos lobulares, ja apresenta 2 camadas celulares. A medida que os
ductos se fundem para formar os ductos galactéforos sdo observadas fibras musculares lisas
longitudinais (Zayas et al., 2004). As aberturas externas dos ductos galactoforos apresentam
um epitélio pavimentoso estratificado (Junqueira, 2008) e encontram-se distribuidas num
padrdo cribiforme irregular ao nivel do mamilo, variando o seu nimero entre 7 a 16 (Evans &
De Lahunta, 2013).

A vascularizacdo da glandula é feita por diversas artérias e veias ipsilaterais (Sleeckx et al.,
2011). As glandulas torécicas recebem sangue arterial através dos ramos craniais das artérias
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torécicas internas. As artérias toracica lateral e intercostal podem, igualmente, contribuir na
vascularizagdo (Evans & De Lahunta, 2013). A mama abdominal cranial é nutrida pela artéria
epigastrica superficial cranial. A artéria epigastrica superficial caudal vasculariza as glandulas
abdominal caudal e inguinal. A mama abdominal caudal € ainda vascularizada por ramos das
artérias pudendas externas e por ramos cutaneos das artérias frénico-abdominais. As glandulas
inguinais sdo vascularizadas pela artéria pudenda externa e ramos cutaneos das artérias iliacas
(Sleeckx et al., 2011). A vascularizagdo venosa da glandula mamaéria decorre em paralelo com
a arterial. O sangue venoso das mamas toracicas € drenado nas veias toracicas internas, veias
epigastricas superficiais craniais e veias intercostais (Evans & de Lahunta, 2013; Sleeckx et al.,
2011). Os vasos das mamas abdominais e inguinal conduzem o sangue venoso para a veia
epigastrica superficial caudal. As veias atravessam a linha média do animal mais
frequentemente que as artérias e apresentam varias anastomoses cranio-caudais que facilitam a
metastizacao nas glandulas mamarias contralaterais (Sleeckx et al., 2011).
Cada glandula possui o seu préprio plexo linfatico com pequenos vasos linfaticos que formam
anastomoses e se conjugam em vasos de maior calibre. Estes plexos sdo encontrados no
parénquima, tecido subcutaneo e mamilo (Evans & de Lahunta, 2013). Os vasos linfaticos das
mamas ipsi e contralaterais podem formar anastomoses. Geralmente, as glandulas toracicas
drenam nos linfonodos axilares ipsilaterais e as mamas abdominais e inguinais nos linfonodos
mamarios ipsilaterais (Sleeckx et al., 2011). Contudo, em certos casos foram notadas variacoes
no padrdo de drenagem linfatica: MacPhail (2013) refere que o linfonodo axilar drena as trés
primeiras glandulas e o linfonodo mamario as duas Ultimas e tanto Evans e De Lahunta (2013)
como Murphy (2008) afirmam que a mama abdominal cranial pode drenar tanto no linfonodo
axilar como no mamario.
A inervacao € perivascular, encontrando-se na proximidade de artérias e arteriolas (Pinho &
Gulbenkian, 2007). A mama toracica cranial é inervada por ramos cutaneos laterais do quarto,
quinto e sexto ramos ventrais do nervo toracico (intercostal) e a glandula torécica caudal recebe
0S ramos cutaneos laterais do sexto e sétimo ramos ventrais do mesmo nervo. As mamas
abdominais e inguinais sdo inervadas pelo nervo genitofemoral e ramos cutaneos ventrais dos
primeiros trés nervos lombares (Evans & De Lahunta, 2013).
O desenvolvimento pés-fetal ocorre a medida que o animal atinge a puberdade com a atividade
ciclica ovarica e produgdo hormonal. O estrogénio, em conjunto com a hormona do crescimento
e outras hormonas esteroides, é responsdvel pela proliferacdo do sistema de ductos. O
desenvolvimento dos alvéolos decorre com a acdo da progesterona e prolactina. A glandula
permanece relativamente rudimentar até que ocorra uma gestacdo. A secrecdo do leite tem
inicio durante a fase final da gestacdo devido ao aumento da secrecdo de prolactina que da
6



origem a formacdo de colostro. No final da gestacdo, a glandula mamaria passou de uma
estrutura maioritariamente constituida por estroma conjuntivo a uma estrutura essencialmente
constituida por parénquima secretor de leite (Davidson & Stabenfeldt, 2013). Ap0s este periodo
os alvéolos e os I6bulos sofrem reducdo, permanecendo apenas algumas destas estruturas
(Evans & De Lahunta, 2013).

1.2. Consideraces epidemiologicas gerais

Os tumores mamarios sdo das neoplasias mais comuns em cadelas inteiras perfazendo uma
percentagem superior a 40% dos tumores registados neste grupo populacional (Sorenmo et al.,
2009). A incidéncia é decrescente em certas zonas geograficas como os Estados Unidos da
Ameérica e Europa Ocidental onde a pratica de OVH precoce se generalizou (Sleeckx et al.,
2011). Egenvall et al. (2005) referem uma incidéncia anual de 111 tumores mamarios por cada
10 000 cadelas com idades compreendidas entre os 3 e 0s 10 anos de idade. Dobson, Samuel,
Milstein, Rogers e Wood (2002) referem uma incidéncia anual de 205 casos de tumores (26%
malignos, 13% benignos e 61% nao especificados) por cada 100 000 cdes. Cerca de 50 a 70%
dos animais com tumor mamario diagnosticado apresentam lesdes nas varias glandulas. Cerca
de 50% dos tumores mamarios que se desenvolvem sdo malignos, na sua maioria carcinomas e
menos de 5% sarcomas (Sleeckx et al., 2011).

As cadelas sdo 62 vezes mais suscetiveis que 0s machos ao desenvolvimento de tumores na
glandula mamaria (Euler, 2011). A semelhanca do que acontece no homem, cujos casos
reportados representam uma incidéncia inferior a 1% de todos os carcinomas mamarios, a
percentagem de neoplasias mamarias em machos varia desde 0 a 2,7% (Bearss, Schulman &
Carter, 2012). Os machos afetados costumam apresentar desequilibrios hormonais causados,
por exemplo, por tumores das células de Sertoli secretores de estrogénio (EZerskyté, Zamokas,
Grigonis & Juodziukyniené, 2011).

Itoh et al. (2005) verificaram que a incidéncia da malignidade histoldgica e biologica é menor
em cadelas de pequeno porte (25%) do que em racas de maior porte (58,5%). Certas ragas tém
uma incidéncia mais elevada de tumores mamarios indicando que existe uma influéncia de
fatores de risco genéticos (Borge, Barresen-Dale & Lingaas, 2011). As ragas referenciadas
como predispostas sdo: Caniche Toy e Miniatura, English Springer Spaniel, Brittany Spaniel,
Cocker Spaniel, Puli, Setter Inglés, Pointers, Pastor Alemdo, Maltés, Yorkshire Terrier e 0
Dachshund (Euler, 2011).

Misdorp (2002) refere que a frequéncia de aparecimento de tumores mamarios (benignos e

malignos) aumenta no sentido antero-posterior da cadeia mamaria. Sleeckx et al. (2011),
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Sorenmo, Rasotto, Zappulli e Goldschmidt (2011) e Sorenmo et al. (2013) corroboram o autor
supramencionado ao referirem uma maior frequéncia de aparecimento de tumores nas zonas
onde a cadeia mamaria apresenta mais tecido, isto €, nas glandulas mais caudais. Conforme os
autores anteriores Ezerskyté et al. (2011) referem que em 41% dos casos 0s tumores surgem ao
nivel da mama caudal abdominal e que, em 36% dos casos, surgem na mama inguinal.
Stratmann, Failing, Richter e Wehrend (2008) mencionam que a maioria dos tumores se localiza
ao nivel da mama abdominal caudal e em 35% dos casos na mama inguinal. No estudo de

Peleteiro, Branco e Correia (1996) as glandulas inguinais sdo as mais afetadas.

1.3. Etiologia e fatores de risco
1.3.1. Idade

O risco de aparecimento de tumores aumenta com a idade tornando-se significativo aos 7 e 8
anos e continuando a aumentar até aos 11 a 13 anos. A idade media de aparecimento de tumores
mamarios malignos estd compreendida entre os 9 e os 11 anos engquanto que para tumores
benignos se encontra entre 0os 7 e 0s 9 anos (Sorenmo et al., 2013). EZerskyté et al. (2011)
afirmam que os tumores mamarios sdo mais comuns em cadelas com idades compreendidas
entre 0s 5 e 0s 10 anos.

O diagndstico de tumor mamario tende a ser realizado mais precocemente em racas de maior
porte (Sorenmo et al., 2013). Por exemplo, no estudo de Itoh et al. (2005) a idade média das
cadelas de raca pequena com tumores mamarios foi de 10 + 3 anos engquanto que a idade média

dos animais de ragas maiores foi de 9,7 £+ 3,5 anos.

1.3.2. Hormonas e fatores de crescimento

A estimulacdo hormonal aumenta o risco de tumores mamarios em cadelas, tal como nas
mulheres. Existe acordo geral quanto ao facto de que a situagdo mais benéfica € ndo permitir
que a cadela entre em cio, sugerindo que os efeitos cancerigenos das hormonas ovaricas
decorrem no inicio da vida do animal durante o desenvolvimento e maturacdo da glandula
mamaria (Sorenmo et al., 2013). A OVH realizada antes dos 2 anos de idade reduz o risco de
aparecimento de neoplasia (Euler, 2011). O risco de desenvolvimento de tumores malignos em
cadelas sujeitas a OVH antes do primeiro estro € de 0,5%. Caso o procedimento cirurgico tenha
sido realizado entre o primeiro e 0 segundo estro existe um risco na ordem dos 8% e, nas
situacGes em que foi realizado entre o segundo e o terceiro estro, o risco de desenvolvimento
de tumor mamario aumenta para os 26% (Schneider, Dorn & Taylor, 1969). N&o esta
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documentado que os animais beneficiem do efeito benéfico da esterilizagao ap0s o terceiro estro
(Sorenmo et al., 2013).

O estrogeénio e a progesterona estimulam o tecido glandular mamaério e existem recetores para
ambas as hormonas tanto no tecido mamario normal como no tecido mamario neoplasico
(Kustritz, 2007). Os tumores mamarios podem ser avaliados pela sua expressdo de recetores de
estrogenio e progesterona. A maioria dos tumores benignos sdo positivos para ambos 0s
recetores sendo mais suscetiveis a alteragdes no seu tamanho e textura na altura do estro. Nos
tumores agressivos nao se verificam este tipo de alteracées (Murphy, 2008).

Animais tratados com progestagénios contracetivos apresentam um risco mais elevado de
desenvolvimento de neoplasias mamarias. Farmacos constituidos por baixas doses de
progestagénios aumentam o risco de tumores benignos. Caso sejam compostos por estrogénios

e progestagénios tendem a induzir tumores malignos (Sorenmo et al., 2013).

Tendo em conta o seu papel como reguladores do crescimento e da proliferagdo celular, os
fatores de crescimento tém um importante papel na promogcéao tumoral.

Pelo crescente destaque na investigacdo do cancro da mama em mulheres, a expressdo dos
recetores do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER-2), como promotor de
tumores mamarios em cadelas, tem sido objeto de varios estudos. Tendo em conta o progndstico
desfavoravel dos tumores HER-2-positivos e a possibilidade de adocdo de uma terapéutica
especifica anti-HER-2, a determinacdo do status dos tumores é frequentemente realizada na
mulher (Gutierrez & Schiff, 2011). Este fator é sobre-expresso na ordem dos 25% em cancros
da mama e esta associado a um pior progndstico (Klopfleisch et al., 2011). Estudos estatisticos
demonstraram que o gene associado estd amplificado em 15 a 20% das pacientes com cancro
da mama. Esta amplificacdo foi relacionada com o aumento da invasdao dos tecidos,
metastizacao e resisténcia a quimioterapia (Ahn & Vogel, 2012).

Ostrovich et al. (2008) demonstraram, em ratinhos, que a exposi¢do paracrina do epitélio
mamario a fator de crescimento tipo insulina 1 (IGF-1) (sobre-expresso) conduz a hiperplasia
mamaria, desenvolvimento tumoral espontaneo e aumento da suscetibilidade celular a quimicos
carcinogéneos. Aumentos cronicos de concentracdes de insulina suprimem a formacéo de
proteinas de ligacdo do fator de crescimento tipo insulina (IGF). Este, livre e em elevadas
concentragdes na circulacdo sanguinea, atua como promotor de crescimento tumoral atraves da
supressdo da apoptose de celular de células tumorais (Weeth et al., 2007).

Kato et al. (2006) estudaram o significado clinico do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) presente no sangue de canideos com tumores mamarios e observaram que uma maior
malignidade tumoral, tal como a ocorréncia de metastiza¢do pos-cirargica, séo acompanhadas
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por uma elevacgdo dos niveis séricos de VEGF. Lavalle, Bertagnolli, Tavares e Cassali (2009)
comprovaram os resultados dos autores anteriores, afirmando que o aumento de expresséo de
VEGF nos tumores mamarios caninos estd associado a um risco mais elevado de

desenvolvimento tumoral e metastizacao.

1.3.3. Suscetibilidade genéetica e genes supressores de tumores

Através da observacao de casos de cancro da mama, foi fundamentada a hipotese que envolve
certas alterac6es no sistema de reparacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) na carcinogénese
de tumores mamarios caninos. Em cadelas, especialmente nos casos em que se verifica
metastizac¢ao, os tumores séo caracterizados por um padréo de genes reparadores do ADN que
apresentam instabilidade genética. Esta situacdo podera ser causada pelo stress gerado pela
replicacdo por divisdo aberrante, hipoxia, mutacdes cumulativas e alteracbes epigenéticas
(Klopfleisch et al., 2011).

Os tumores mamarios, tanto na cadela como na mulher, sdo uma entidade clinica complexa e
multifatorial com interligacdo entre fatores genéticos e ambientais. Os genes de risco mais
estudados tém sido os seguintes: breast cancer type 1 susceptibility gene (BRCAL), breast
cancer type 2 susceptibility gene (BRCAZ2), tumour protein p53 (TP53), phosphatase and tensin
homolog (PTEN), checkpoint kinase 2 (CHEK?2) e ATM serine/threonine kinase (ATM).

Nos canideos, 0s 4 primeiros estdo envolvidos no desenvolvimento tumoral. Os genes BRCA1
e BRCAZ2 foram associados a tumores mamarios existentes em animais de raca English Springer
Spaniel (Borge et al., 2011). A existéncia de mutacdes nestes genes perfaz 5% a 10% dos casos
de cancro da mama na mulher estd relacionada com 85% de risco cumulativo de
desenvolvimento de tumores mamarios (Sorenmo et al., 2013). Verifica-se uma prevaléncia
elevada de mutacGes no gene BRCAL em mulheres com histdria familiar de cancro da mama
(Imetal., 2013). Nos estudos de Enginler et al. (2014) e de Borge et al. (2011) foram detetadas
mutacdes pontuais nos genes BRCA1 e BRCA2 que 0s autores sugerem estarem associados
com o desenvolvimento de tumores mamarios.

Apesar do papel do BRCA1 na patogenia dos tumores mamarios caninos nao ser clara, 0s seus
niveis de expressdo e a sua localizacdo variam consoante o animal apresenta, ou ndo, lesdes
tumorais. A perda de funcdo do BRCALI leva a instabilidade biologica com controlo anormal
do ciclo celular, apoptose e tumorigénese (Im et al., 2013). As proteinas BRCA2 tém um papel
importante na manutencdo da estabilidade gendmica, recombinacdo do ADN e reparacdo da

cadeia dupla. As células que apresentam deficiéncia neste tipo de proteinas exibem uma
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instabilidade genomica caracteristica, sugerindo que estes compostos possuem uma funcéo
supressora no desenvolvimento tumoral (Enginler et al., 2014).

Um dos genes supressores de tumores e inibidores de crescimento mais caracterizados é o gene
TP53. A transcricdo deste gene da origem a proteina p53, que sofre ativacdo com stress
oxidativo ou lesdo no ADN e altera o ciclo celular. O impacto dos niveis de expressao de p53
pelas células dos tumores mamarios caninos tem vindo a ser intensamente estudado, contudo,
0 seu valor prognostico ainda se encontra em debate. Existe outra proteina, a p21, que é sobre-
expressa em carcinomas caninos metastaticos (Klopfleisch et al., 2011).

O PTEN é outro gene supressor de tumores com interesse prognostico nos tumores mamarios
caninos. A sua perda da sua expressdo foi associada, em 76% dos animais com tumores

malignos, a um tempo de sobrevida inferior (Klopfleisch et al., 2011).

1.3.4. Ciclooxigenases

A sobre-expresséo de ciclooxigenase-2 (COX-2) tem sido especialmente observada em tumores
mamarios agressivos. Os mecanismos através dos quais a expressao de COX-2 contribui para
um pior prognostico ndo foram completamente elucidados, porém, a expressdao tem sido
relacionada a capacidade de invasdo tumoral. A inibicdo da apoptose, a supressdo do sistema
imunolégico e a inducdo de angiogénese pelas vias relacionadas com a COX-2 tém sido
igualmente descritas em medicina humana (Queiroga, Pires, Lobo & Lopes, 2010).
Relativamente a expressdo de COX-2 em tumores mamarios humanos, foi referido que 40 a
50% dos carcinomas mamarios invasivos apresentam um elevado nivel de expressdo. A COX-
2 é igualmente sobre-expressa em tumores mamarios malignos de cadela. A sua expressao é
superior em carcinomas do que em adenomas. Certos tipos especificos de neoplasias mamarias
como os carcinomas tubulo-papilifero, anaplasico, inflamatério e de células escamosas
apresentam uma expressdo mais elevada de COX-2 (Doré, 2011). Em modelos animais, o
tratamento com inibidores seletivos da COX-2 reduziu o crescimento e metastizacéo de tumores
induzidos experimentalmente, indicando um papel emergente destes farmacos na prevencgéo e

tratamento de neoplasias (Queiroga et al., 2010).

1.3.5. Dieta e condicgéo corporal

A obesidade foi sugerida como um fator que reduz o tempo de laténcia das neoplasias mamarias
e aumenta a sua incidéncia de desenvolvimento. O peso corporal excessivo durante a puberdade
aumenta o risco de desenvolvimento de tumor mamario (Sorenmo et al., 2013). A obesidade ao
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ano de idade e a obesidade existente um ano antes do diagndstico de nédulos mamarios foi
relacionada com maior prevaléncia de tumores e displasias mamarias (Murphy, 2008).

O consumo de comida caseira tem sido associado com o aumento do risco de desenvolvimento
lesGes ao nivel da mama (Euler, 2011). Um elevado intake de carne vermelha, especialmente
vaca e porco, foi considerado como fator de risco para o desenvolvimento tanto de lesdes
neoplésicas como de displasia da glandula mamaria (Sorenmo et al., 2013).

O tecido adiposo é uma importante fonte de estrogénio devido a sua capacidade de aromatizacdo
gue converte androgénios em estrona que, por sua vez, ¢ convertida em 17p-estradiol (Cleary,
Grossman & Ray, 2010; Sorenmo et al., 2013). Desta forma, o tecido adiposo mamario
contribui para o aumento da exposicao da glandula maméria ao estrogénio.

Adicionalmente, a expressdo dos recetores de leptina, uma proteina sintetizada no tecido
adiposo, tem sido verificada em varias células do organismo nomeadamente células
cancerigenas. Estes recetores foram identificados em certos tumores mamarios humanos
(Cleary et al., 2010). A leptina foi ainda identificada como um promotor de culturas de células
tumorais mamarias de humanos (Weeth et al., 2007).

1.4. Diagnostico e estadiamento
1.4.1. Apresentacdo clinica e diagndstico

A suspeita inicial de tumor mamario constroi-se com base na informacao do paciente (idade,
altura da OVH), historia clinica (duracdo dos sinais clinicos, ciclos reprodutivos, lactacéo,
terapéutica com progestagénios), estado geral e exame fisico. Por vezes, os donos fazem
referéncia a pequenos tumores presentes ha algum tempo e que, repentinamente, aumentaram
de dimensdo (Sorenmo et al., 2009). Ao exame fisico, € importante a realizacdo da palpacéo
das duas cadeias mamarias com o animal em decubito dorsal. Cada mama devera ser
inspecionada (Sleeckx et al., 2011). Os mamilos podem ser também examinados para avaliar a
presenca de secrecao (Peleteiro, 1994).

Tipicamente, os tumores mamarios afetam os dois pares de mamas mais caudais, onde 0s
tecidos e as préprias glandulas sdo maiores e, por isso, a palpacdo realizada devera ser
minuciosa de forma a detetar os tumores mais pequenos (Sorenmo et al., 2013). A palpacéo
permite detetar nodulos a partir de 0,5 cm de diametro (Peleteiro, 1994) e determina se o tumor
se apresenta movel (no tecido mamario) ou fixo, infiltrando o tecido cutaneo suprajacente ou o
tecido muscular subjacente (Euler, 2011). As massas podem variar desde nodulos de poucos
milimetros a massas de 10 a 20 cm de didmetro. A pele podera apresentar-se ulcerada (Sleeckx
et al., 2011). As massas podem ser sesseis ou pediculadas (MacPhail, 2013). Na cadela, s&o
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ainda frequentes os tumores quisticos que se apresentam tensos a palpacdo. Noutros casos,
podem ainda ser palpados pequenos nédulos dispostos em placa (Peleteiro, 1994).

A palpacéo dos linfonodos tributérios é obrigatoria. O plexo axilar e os linfonodos mamarios
sO sdo palpaveis quando aumentados (Sleeckx et al., 2011). Caso se detete hipertrofia dos
linfonodos, devera ser realizada uma puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) para averiguar
metastases em exame citoldgico antes de estabelecer a terapéutica a aplicar (Euler, 2011).

Em tumores mais agressivos, como o carcinoma mamario inflamatdrio, pode ser observado
eritema cutaneo e ulceracdo (Sorenmo et al., 2011). Estes carcinomas sdo uma entidade clinica
rara que pode ser facilmente confundida com mastite ou dermatite severa. Estas lesdes afetam
toda a cadeia mamaria que apresenta edema, inchacgo, aumento de temperatura e dor a palpagéo
(Kim et al., 2011; Sorenmo et al., 2011). A maioria dos animais com carcinoma inflamatorio
apresenta metastases a distancia e sinais de doenca sistémica, sendo fracos candidatos a
terapéutica cirargica (Sorenmo et al., 2011; Sorenmo et al., 2013). Foram identificadas duas
formas de carcinoma mamario inflamatdrio: a forma primaria que surge repentinamente em
animais sem qualquer tipo de lesdo mamaéria tumoral prévia e a forma secundaria que implica
uma leséo tumoral ja existente (Kim et al., 2011).

Em situacOes de tumores com metastizacdo a distancia, 0s pacientes podem apresentar sintomas
inespecificos como fadiga, letargia, perda de peso, dispneia, tosse, edema ou claudicacdo. A
extensdo e localizacdo das metastases determinam o tipo e a gravidade dos sintomas. Apesar
dos carcinomas metastizarem principalmente por via linfatica para os linfonodos regionais e
pulméo, pode haver metastizacao por via hematogénica. Outros locais menos reportados como
alvo de metastizacdo sdo o figado, 0sso, cérebro, baco, rim, pele, olho, glandulas adrenais,
Utero, coracdo, tecido muscular e pancreas (Sleeckx et al., 2011).

E prudente realizar hemograma, bioquimicas séricas e urianalise antes de realizar a cirurgia
para despiste de doencgas concomitantes ou sindromes paraneoplasicos (Euler, 2011; MacPhail,
2013). A realizacdo de 3 projecOes radiogréficas toracicas (laterais e ventrodorsal ou
dorsoventral) é considerado o standard para detecdo de metastases ao nivel pulmonar (Euler,
2011; MacPhail, 2013; Sorenmo et al., 2011). Existem casos nos quais uma ecografia
abdominal para avaliagdo dos linfonodos mamario e iliaco medial podera ser mais apropriada
para a detecdo precoce de metéstases (Euler, 2011). A tomografia axial computorizada tem-se
tornado mais disponivel e, por isso, desenvolvido um papel no diagndstico de metastases a
distdncia, nomeadamente ao nivel pulmonar. Com este exame é possivel eliminar a
sobreposicdo de estruturas toracicas e, gracas a melhor resolucdo de imagem, possibilita a
identificacdo de pequenos nodulos de dificil detecdo. O seu principal problema é a necessidade
de anestesia que, além de poder ndo ser adequada ao estado de saide do animal, pode gerar
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artefactos nas imagens obtidas por consequéncia da diminuicdo da capacidade respiratoria do
paciente (Armbrust et al., 2012).

Os sistemas de estadiamento tornam os registos médicos mais precisos e consistentes
permitindo uma comparacéo de casos eficiente. Sistemas baseados no tamanho tumoral e status
dos linfonodos podem fornecer alguma informacdo progndstica e guiar os clinicos na decisao
terapéutica (Sorenmo et al., 2011). O estadiamento tumoral é feito de acordo com o sistema
tumour-node-metastasis (TNM). A versdo original de Owen (1980) foi posteriormente
modificada por Rutteman, Withrow e MacEwen em 2001 e hoje em dia € utilizada no
estadiamento de tumores mamarios (Tabela 1). Relativamente a dimensdo tumoral, a medida
utilizada ¢ o maior didmetro encontrado. Quanto ao status de presenca de metastases dos
linfonodos pode ser baseado tanto em resultados citolégicos como histopatoldgicos (Sorenmo
etal., 2011).

Tabela 1 — Estadiamento dos tumores mamarios caninos.

Estadio = Tamanho tumoral (cm) Status linfonodos Metéstases a distancia
I T1 (<3) NO MO
1 T2 (3-5) NO MO
I T3 (>5) NO MO
v Qualquer T N1 MO
\/ Qualquer T Qualquer N M1

Adaptada de Sorenmo et al. (2013). Legenda: NO — Linfonodos sem metastases; N1 — Linfonodos com

metéstases; MO- sem metastases; M1 — presenca de metastases.

1.4.2. Diagnostico citologico

Ao contrario do que se verifica na cadela, na mulher a avaliacdo citolégica pré-cirirgica é
bastante utilizada para determinar a malignidade tumoral e é considerada uma alternativa rapida
e pouco invasiva em comparacao a técnica de bidpsia cirurgica. Simon et al. (2009) referem ter
obtido uma correlacdo cito-histolédgica correta de diferentes tipos de tumores mamarios caninos
em 81% das amostras e 93% de concordancia entre a diferenciagdo entre tumor maligno e
benigno. A sensibilidade e especificidade da citologia para diagndstico de malignidade foi de
86% e 96%, respetivamente (usando a histopatologia como método de referéncia). Cassali,
Gobbi, Malm e Schmitt (2007) obtiveram uma correlacdo cito-histologica de 67,5% quando

considerados todos os exames citoldgicos e, quando excluidos os exames inconclusivos, a
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correlacéo foi de 92,9%. No estudo de Peleteiro et al. (2009) foi verificada uma correlacao cito-
histolégica de 78,57% em 37 amostras de tumores mamarios caninos. Contudo, no caso das
lesBes benignas, so se verificou concordancia em 2 dos 5 casos.

A correlacdo entre os resultados do diagndstico citoldgico e histologico é elevada quando
apenas se pretende diferenciar se a lesdo tem origem neoplasica ou inflamatdria. Este tipo de
diagndstico tem maior significado caso haja dividas sobre a natureza da lesdo neoplésica ou a
sua localizacdo seja fora do comum, em situagdes de recorréncia tumoral, quando se verifica
hipertrofia dos linfonodos tributarios e caso a occisao do animal esteja em causa (Peleteiro &
Carvalho, 2011). A citologia dos tumores mamarios pode auxiliar a distincdo entre lesdo
neoplésica do foro mamario ou ndo, como por exemplo mastocitoma cutaneo (Sleeckx et al.,
2011). A multiplicidade primaria, caracteristica das neoplasias mamaérias da cadela obriga a
uma avaliacdo individual de cada tumor. Estas lesdes apresentam uma marcada
heterogeneidade celular, o que complica o seu diagnostico (Peleteiro & Carvalho, 2011; Simon
et al., 2009). Quando o alvo de exame citoldgico sdo lesdes mamarias quisticas € importante ter
em conta que o liquido caracteristico deste tipo de lesdes prejudica a fixacdo e deforma as
células, dificultando o exame (Peleteiro & Carvalho, 2011). Lesdes com presenca de necrose
ou inflamacao contribuem para a diminuicdo da exatiddo da citologia (Simon et al., 2009).
Para uma correta realizacdo da colheita as massas a aspirar deverdo estar identificadas com o
local de colheita, caracteristicas morfoldgicas relevantes (tamanho, aderéncia e ulceracdo) e
identificacdo do animal (incluindo o seu estado reprodutivo). Para massas acima dos 3 cm de
didametro as amostras sdo recolhidas de forma representativa realizando aspiracdes em mais que
um local, dando preferéncia a periferia da massa (Peleteiro & Carvalho, 2011).

A avaliacdo citoldgica dos linfonodos tributérios apresenta uma elevada sensibilidade na
detecdo de metéstases em animais com tumores sélidos (Sorenmo et al., 2011). Esta anélise
pode ser muito Gtil na identificacdo de metastases regionais contudo ndo fornece dados sobre o
grau de infiltracdo dos tecidos ou permeacdo vascular. O progndstico ndo devera depender
somente da anélise citologica e o diagndstico de malignidade s6 podera ser realizado com a
observacgdo de comportamento celular compativel com mau prognostico (Peleteiro & Carvalho,
2011).

1.4.3. Diagnostico e classifica¢do histopatoldgicos

O diagndstico histopatoldgico é o gold standard para o diagnéstico de lesdes tumorais
mamarias, sendo a Unica analise que permite a emissdo de um progndstico preciso (Peleteiro &
Carvalho, 2011; Rasotto et al., 2012). Em medicina veterinaria, este diagnostico costuma ser

realizado sobre a totalidade do tumor apds a sua excisao cirdrgica. Aquando do corte, podem
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ser observadas massas solidas, quisticas ou mistas com ou sem necrose a superficie de corte.
Quando o tumor é quistico podem ser encontradas uma ou mais cavidades delimitadas por
tecido tumoral e preenchidas por liquido. Os tumores mamarios caninos podem apresentar-se
calcificados quando ocorre metaplasia dssea ou quando sdo osteossarcomas. Caso tenham
sofrido metaplasia cartilaginea as zonas afetadas apresentam-se de cor branca hialina
caracteristica (Peleteiro, 1994).

Tém sido publicadas varias classificagdes histoldgicas de tumores mamarios caninos. Ao nivel
internacional, a primeira referéncia foi publicada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
em 1974 e 1976. Esta classificacdo sofreu modificacdes dando origem a uma obra dividida em
12 fasciculos teméticos por Misdorp, Else, Hellmén e Lipscomb (1999). Mais recentemente foi
proposta uma nova classificagdo por Goldschmidt, Pefia, Rasotto & Zappulli (2011). Na Tabela
2 encontram-se as duas classificacdes histoldgicas mais recentes. Estes autores consideram
alguns tipos de neoplasias como entidades especificas tais como o carcinoma simples
cribiforme e o comedocarcinoma que na classificacdo de Misdorp et al. (1999) estdo incluidos
no grupo de carcinomas in situ. Noutros casos, certas neoplasias descritas previamente como
benignas foram consideradas malignas tais como o carcinoma ductal e o carcinoma intraductal
papilar. O carcinoma micropapilar e o carcinoma e mioepitelioma maligno, descritos
recentemente através da sua identificagdo por imunohistoquimica (IHQ), foram incorporados
na classificacdo proposta por Goldschmidt et al. (2011). O carcinoma inflamatério foi

adicionado como neoplasia maligna epitelial especial.

Tabela 2- ClassificagcOes histologicas de tumores mamarios caninos.

Segundo Misdorp et al. (1999)

Segundo Goldschmidt et al. (2011)

Tumores Malignos
Carcinoma nao-infiltrativo (in situ)
Carcinoma complexo
Carcinoma simples
Carcinoma tubulo-papilifero
Carcinoma sélido
Carcinoma anaplasico
Carcinomas de tipos especiais
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipidos
Sarcoma
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Outros sarcomas
Carcinossarcoma

Neoplasias epiteliais malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma simples
Tubular
Tabulo-papilifero
Papilifero-quistico
Cribriforme
Carcinoma micropapilifero invasivo
Carcinoma solido
Comedocarcinoma
Carcinoma anaplasico
Carcinoma em adenoma complexo ou em tumor
misto
Carcinoma complexo
Carcinoma e mioepitelioma maligno
Carcinoma misto
Carcinoma ductal
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Tabela 2 (continuacdo) - ClassificacGes histologicas de tumores mamarios caninos.

Carcinoma ou sarcoma em tumores
benignos

Tumores Benignos
Adenoma
Adenoma simples
Adenoma complexo
Adenoma basalbide
Fibroadenoma
De alta-celularidade
De baixa-celularidade
Tumor benigno misto
Papiloma ductal

Tumores ndo classificaveis
Hiperplasia/Displasia Maméaria

Hiperplasia ductal

Hiperplasia lobular
Hiperplasia epitelial
Adenose

Quistos

Ectasia Ductal

Fibrose Focal (Fibroesclerose)

Ginecomastia

Carcinoma intraductal papilifero

Neoplasias malignas epiteliais — especiais

Carcinoma de células escamosas

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico em lipidos

Carcinoma de células fusiformes
Mioepitelioma maligno

Carcinoma de células escamosas — variante de

células fusiformes

Variante de carcinoma de células fusiformes

Carcinoma inflamatério

Neoplasias malignas mesenquimatosas — sarcomas

Osteossarcoma
Condrossarcoma
Fibrossarcoma
Hemangiossarcoma
Outros sarcomas

Carcinossarcoma - tumor mamario misto maligno

Neoplasias benignas
Adenoma simples
Adenoma papilifero intraductal
Adenoma ductal
Com diferenciagdo escamosa
Fibroadenoma
Mioepitelioma
Adenoma complexo (adenomioepitelioma)
Tumor misto benigno

Hiperplasia/Displasia

Ectasia ductal

Hiperplasia lobular (adenose)
Regular
Com atividade secretora (lactacao)
Com fibrose interlobular
Com atipia

Epiteliose

Papilomatose

Alteracéo fibroadenomatosa

Ginecomastia

Neoplasias do mamilo

Adenoma

Carcinoma

Carcinoma com infiltracdo epidérmica

Hiperplasia/displasia do mamilo
Melanose cutanea do mamilo
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Na avaliacdo histopatoldgica de neoplasias mamarias caninas os critérios mais importantes para
o diagnostico histopatoldgico de malignidade dos tumores atraves da examinag¢do microscépica
de cortes com coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) s&o: o tipo de tumor, o
pleomorfismo nuclear e celular, o indice mitotico, a presenca de areas necrosadas, a invasao
dos tecidos e permeacdo vascular por células cancerigenas e metastizacdo nos linfonodos
regionais (Goldschmidt et al., 2011).

Os tumores mamarios caninos representam um largo espetro de possibilidades histolégicas.
Muitos animais tanto podem apresentar tumores do mesmo ou de varios tipos histolégicos, ndo
obstante, o prognostico € determinado pela massa de carater mais agressivo. Em muitos casos,
0 tumor mais agressivo costuma apresentar a maior dimenséo (Sorenmo et al., 2013). Sorenmo
et al. (2009) verificaram a heterogeneidade histopatologica (mais que um diagnostico
histopatoldgico) na mesma lamina, em diferentes ldminas do mesmo tumor e entre diferentes

tumores.

1.5. Prognostico
1.5.1. Tamanho do tumor

O tamanho do tumor, segundo a classificacdo TNM, foi proposto como indicador prognostico
para tumores mamarios malignos caninos por varios autores. No estudo de Chang, Chang,
Chang e Wong (2005) os tumores de diametro superior a 5 cm apresentam um maior risco de
metastizacao regional além de estarem associados com menor tempo de sobrevivéncia apos a
mastectomia. Num estudo mais recente realizado por Pefia, Andrés, Clemente, Cuesta e Pérez-
Alenza (2013) foi igualmente verificado que o tamanho tumoral esta relacionado com o
prognostico do animal.

A dimensdo do tumor é claramente aceite como fator progndéstico, contudo, ainda permanece
em debate o tamanho a partir do qual o progndstico se torna menos favoravel (Sorenmo et al.,
2011). Canideos com tumores de diametro inferior a 3 cm apresentam uma recorréncia tumoral,
2 anos apos a cirurgia, na ordem dos 35% e aproximadamente 22 meses de sobrevida. Quando
o diametro das massas ultrapassa os 3 cm, os valores de recorréncia aumentam para 80% e a
sobrevida decresce para 14 meses (MacPhail, 2013). Filho et al. (2010) observaram um

didmetro tumoral superior a 5 cm em 64,1% dos casos com metastase nos linfonodos regionais.
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1.5.2. Metastizacdo nos linfonodos regionais e a distancia

A maioria dos carcinomas metastiza através da circulacdo linfatica nos linfonodos axilares e
mamarios e pela circulagdo sanguinea nos pulmdes (Euler, 2011; MacPhail, 2013). Certos
carcinomas mamarios, localizados ao nivel das glandulas inguinais, podem apresentar
metastizacao para os linfonodos popliteos (Euler, 2011). Quando o diagnostico clinico de tumor
mamario é realizado, cerca de 25% a 50% das cadelas com tumores malignos ja apresentam
metastases toracicas (MacPhail, 2013).

Filho et al. (2010) observaram que em 29,5% das cadelas com tumores mamarios malignos foi
verificada a presenca de metastases nos linfonodos tributarios. Em 64 dos 120 casos, foi
observada a presenca de metastizacdo noutros orgaos, tais como: o pulméo (85,9%), figado
(23,4%), coragéo (21,9%), rim (20,3%) e glandula adrenal (15,63%).

Szczubiat e Lopuszynski (2011) demonstraram a presenga de células neoplasicas em 38,46%
dos linfonodos adjacentes a carcinomas complexos e em 56,67% dos linfonodos adjacentes a
carcinomas simples. Além disso, acrescentam que apenas as metastases de diametro superior a
2 mm em linfonodos adjacentes a glandula com lesdo tumoral permitem o progndéstico pds-
cirargico. Desta forma, a avaliacdo dos linfonodos tributarios é importante ndo sé para o
prognostico, como para selecionar os pacientes que poderdo beneficiar da instituicdo de
terapéutica adjuvante. Metastases de diametro igual ou inferior a 2 mm ndo foram associadas
como fator progndstico. De Boer, Van Dijck, Bult, Borm e Tjan-Heijnen (2010) mencionam
que o valor prognoéstico de metastases ocultas (células tumorais isoladas, micrometéstases e

macrometastases) permanece indeterminado.

1.5.3. Invasdo dos tecidos e permeacdo vascular

Os animais cujos tumores apresentam invasdo dos tecidos subjacentes ou permeacéo vascular
possuem menor tempo de sobrevida (Murphy, 2008). O crescimento infiltrativo dos carcinomas
mamarios caninos tem sido documentado como fator prognostico desfavoravel (Rasotto et al.,
2012). A disseminacdo das células cancerigenas foi associada a um estadio tumoral avancado,
a presenga de células tumorais pouco diferenciadas, a metastases ao nivel dos linfonodos
tributarios e a baixa ou nula expressao de recetores hormonais (Jaillardon, Barthélemy, Goy-
Thollot, Pouzot-Nevoret & Fournel-Fleury, 2012). No estudo de Rasotto et al. (2012) foi
observada uma prevaléncia de casos com infiltracdo do estroma mamario por células
neoplésicas. Os autores sugerem que a presenca destas celulas esta relacionada com um

desenvolvimento tumoral mais rapido e permite a antevisdo da permeacao vascular. Podem ser
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observados émbolos constituidos por células tumorais nos capilares linfaticos em carcinomas

mamarios mais agressivos (Rasotto et al. 2012).

1.5.4. Tipo histologico e diferenciagéo celular

O tipo histologico e o grau de diferenciacdo dos tumores mamarios estdo associados a
malignidade do tumor e ao progndstico clinico do individuo.

Os carcinomas complexos sdo exemplo de um tipo de tumor cujo arranjo histologico se
assemelha ao da glandula maméria, possuindo células epiteliais secretoras e mioepiteliais. Estas
neoplasias raramente metastizam e, com o procedimento de excisdo cirdrgica adequado,
apresentam um progndstico bastante favoravel (Euler, 2011). No estudo de Rasotto et al.
(2012), os carcinomas complexos e 0s carcinomas originarios de tumores mistos benignos
apresentam uma baixa tendéncia de metastizagao.

Os carcinomas simples s@o mais agressivos que os complexos e, dentro do grupo dos
carcinomas simples, o tipo de arranjo celular aumenta o risco de metastizacdo pela seguinte
ordem: tubular, tubulo-papilifero, sélido e anaplasico (Murphy, 2008). A taxa de recorréncia
tumoral em tumores moderadamente diferenciados é de 68%. Caso a neoplasia seja bem
diferenciada, a taxa de recorréncia decresce para aproximadamente 24% (Johnson, 2009).

Os casos de cadelas com sarcomas e carcinomas inflamatdrios apresentam pior prognostico
(Murphy, 2008). A incidéncia de sarcomas varia entre 5 a 10% e, na sua maioria, Sdo
classificados como osteossarcomas ou fibrossarcomas. Cerca de 75% dos casos de sarcomas
sofrem metastizacdo, especialmente por via hematogénica (Euler, 2011). Relativamente aos
carcinomas mamarios inflamatdrios, sdo considerados o tipo mais agressivo e letal de neoplasia
mamaria existente tanto na espécie humana como nas cadelas. Apesar da sua baixa incidéncia
sdo caracterizados por um desfecho clinico fatal, uma vez que a terapéutica cirdrgica aliada a

quimioterapia ndo mostram resultados eficazes (Clemente et al., 2010)

1.5.5. Grau de malignidade histoldgica

Nos carcinomas mamarios, especialmente no carcinoma simples, o grau de malignidade tem

significado prognostico (Karayannopoulou, Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 2005;

Rasotto et al. 2012). A maioria das classificacfes é baseada na classificacdo de Elston e Ellis

(1991), utilizada em medicina humana, que envolve uma avaliacdo semi-quantitativa de trés

aspetos morfologicos tumorais: a sua constituicdo tubular, o grau de pleomorfismo nuclear

(Elston & Ellis, 1991) e a contagem de mitoses por campo (Sorenmo et al., 2013). Os campos
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a observar sdo os localizados a periferia da lamina ou os que apresentem maior niumero de
células em mitose (Pefia et al., 2013). Séo atribuidas pontuac6es aos varios critérios e é feito o
seu somatario de forma a determinar o grau de malignidade do tumor (Elston & Ellis, 1991).
Apds o somatorio dos pontos obtidos obtém-se um score que correspondera ao grau de
malignidade. Assim, valores compreendidos entre 0s 3 e 0s 5 pontos correspondem a tumores
bem diferenciados de grau | de malignidade, 6 a 7 pontos a tumores moderadamente
diferenciados de grau Il e 8 a 9 pontos a tumores pouco diferenciados de grau I11 de malignidade
(Goldschmidt et al., 2011; Pefa et al., 2013; Sorenmo et al., 2013).

Tabela 3- Critérios utilizados na determinacdo do grau de malignidade de carcinomas

mamarios caninos.

1 Superior a 75%;

A. Constituicéo ) ] )
Moderada (10 a 75%) intercalada com areas de crescimento

Tubular .
tumoral sélido;

3 Ausente ou minima (<10%).

1 Ndcleo pequeno, regular ou uniforme; presenca ocasional de

) nucléolo;
B. Pleomorfismo o .
Variagdo moderada no tamanho e forma nuclear; ndcleo

nuclear
hipercromatico; nucléolo visivel.
3 Variacdo marcada no tamanho nuclear; nicleo
hipercromatico; um ou mais nucléolos.
1 0-9;
C. Mitoses/10 HPF 2 10-19;
3 >20.

Segundo Pefia et al. (2013). Legenda: HPF — High-power field.

1.5.6. Expresséo dos recetores hormonais

A expressdo dos recetores de estrogénio (RE) e progesterona (RP) é considerada um fator de
carater prognostico. Tumores com baixa ou nula expressdo destes recetores ndo respondem a
terapéutica hormonal e estdo associados a um prognoéstico desfavoravel. Pelo contrario, tumores
com uma expressao positiva apresentam um bom progndstico (Euler, 2011; Kim et al., 2014).

Chang et al. (2009) avaliaram o potencial prognéstico da expressdao de RE e RP em tumores
mamarios caninos e, pelos resultados obtidos, apenas a expressao de RP pode ser utilizada como

fator progndstico da sobrevivéncia do animal. Kim et al. (2014) verificaram que os carcinomas
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positivos para ambos 0s recetores apresentaram prognéstico mais favoravel do que aqueles
negativos para RE ou negativos para ambos. Estes autores associaram ao pior prognostico 0s
tumores sem expressédo de qualquer tipo de recetor.

1.5.7. Ciclooxigenases

A expressdo de COX-2 tem sido relacionada com fatores progndsticos de carater desfavoravel.
Queiroga et al. (2005) referem uma menor taxa de sobrevivéncia e menor intervalo livre de
doenca nas cadelas com tumores com mais de 60 ng/g de COX-2. No estudo de Queiroga et al.
(2010) foi investigado o valor progndstico da expressdo de COX-1 e 2 através de técnicas de
IHQ e s6 a expressdo de COX-2 foi associada como prognostica, estando significativamente
relacionada com a presenca de metastizacdo regional, aquando da cirurgia, e com a
metastizacdo a distancia no periodo pos-cirurgico. Os animais com expressao mais elevada de
COX-2 apresentaram pior prognostico com menor tempo de sobrevida e intervalo livre de
doenca. Lavalle et al. (2009) também verificaram que os pacientes com expressdo de COX-2
aumentada tém um menor tempo de sobrevida.

Millanta, Citi, Della Santa, Porciani e Poli (2006) avaliaram a COX-2 como mediador da
angiogenese em carcinomas invasivos e 0 seu papel como indicador progndstico. A expressdo
de COX-2 foi correlacionada com fatores progndsticos como o grau de diferenciacédo celular ou
a expressdo de HER-2. Foi sugerido que a expressao desta ciclooxigenase esta relacionada com

um pior progndstico.

1.5.8. Presenca de células inflamatdrias

Martin de las Mulas, Millan e Dios (2005) assumem que a presenca de infiltrados linfocitéarios
tem um valor progndstico questionavel ndo sendo possivel prever o intervalo livre de doenca.
Estrela-Lima et al. (2010) afirmaram que a intensidade do infiltrado inflamatério influencia o
estadiamento clinico e o progndstico do paciente. Sheu et al. (2008) observaram que
percentagens elevadas de linfécitos T CD8" infiltrados no tumor e um racio CD4*/CD8*
diminuido tém valor prognostico na progressao de tumores da mama em mulheres. Matkowski
etal. (2009) concluiram que a analise dos infiltrados tumorais de células inflamatérias apresenta
valor prognéstico como um marcador para a metastizacdo nos linfonodos regionais.

Este tema sera referido mais detalhadamente no decorrer desta dissertacéo.
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1.6.Terapéutica
1.6.1. Abordagem cirurgica

A cirurgia é o gold standard na terapéutica dos tumores mamarios (MacPhail, 2013). Permite
o diagnostico histopatoldgico e é eventualmente curativa, melhorando a qualidade de vida e
modificando a progresséo da doenca (MacPhail, 2013; Sleeckx et al., 2011). Existem diferentes
tipos de procedimentos cirargicos (Tabela 4) propostos consoante o estado clinico do animal,
dimensdo tumoral, localizacéo e preferéncia do cirurgido (Euler, 2011; MacPhail, 2013). O
adiamento da cirurgia ndo é recomendavel, pois 0 tamanho do tumor é considerado fator
prognostico (Euler, 2011). Deve ser realizada a exciséo de todos os tumores e, caso esta ndo
possa ser completada num Gnico procedimento, 3 ou 4 semanas apds a primeira intervencao
deveré ser agendada uma nova cirurgia (MacPhail, 2013). Caso o tumor apresente um elevado
grau de malignidade ou as margens de extirpacdo sejam insuficientes, podera ser igualmente
necessario repetir o procedimento (Euler, 2011).

Dentro das complicacdes pds-cirdrgicas destacam-se a dor, inflamacdo, hemorragia, formacéo
de seroma, infecdo, necrose isquémica, auto-traumatismo, deiscéncia da sutura, edema dos
membros posteriores e recorréncia tumoral (Macphail, 2013). Stratmann et al. (2008)
determinaram a frequéncia de desenvolvimento de um novo tumor mamario ap6s mastectomia
regional. O crescimento de uma nova massa ocorreu em 58% dos animais. Deste grupo, 44
animais foram sujeitos a nova cirurgia para excisdo do segundo tumor e, apds analise
histopatoldgica, verificou-se que 33 tumores eram malignos (carcinoma em 50% dos casos).
Estes autores recomendam ainda a préatica de mastectomia unilateral como primeira cirurgia de
forma a prevenir situacoes de recidiva tumoral. Macphail (2013) corrobora esta opinido com o
facto de que um Unico procedimento de mastectomia unilateral € menos demorado e menos
traumatico quando comparado a multiplas lumpectomias ou mastectomias simples. Pelo
contrario, Horta et al. (2014) concluem que a escolha da técnica cirlrgica ndo apresenta
qualquer efeito sobre o tempo de sobrevida, intervalo livre de doenca ou tempo de recorréncia

tumoral.
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Tabela 4 - Técnicas para a terapéutica cirdrgica de tumores mamarios, defini¢ées e

indicacdes.

Técnica Definicéo

Indicactes

Lumpectomia Excisdo de uma massa <5mm,
com margem envolvente de

tecido mamario normal > lcm.

Massas pequenas, encapsuladas, ndo

invasivas a periferia da glandula.

Mastectomia Excisdo total da glandula Tumor na éarea central da glandula ou

simples mamaria. na maior parte da glandula.

Mastectomia Excisdo de vérias glandulas Tumores multiplos em glandulas

regional mamarias na mesma cirurgia. adjacentes na mesma cadeia
mamaria, ou massas em duas
glandulas adjacentes.

Mastectomia Remocédo completa de uma Tumores dispersos ao longo da

unilateral cadeia mamaria. cadeia mamaria.

Mastectomia Remocédo completa das duas Vérias massas em ambas as cadeias

bilateral/radical  cadeias mamarias.

mamarias.
Técnica agressiva, pouco

aconselhada e com sutura dificil.

Segundo MacPhail (2013).

1.6.2. Quimioterapia e Radioterapia

A quimioterapia é utilizada na terapéutica adjuvante apds a mastectomia ou no tratamento

paliativo em animais com carcinoma mamario inflamatorio ou metastizacdo avancada. Varios

quimioterapicos tém sido testados em cdes, mas a maioria dos farmacos ndo demonstraram

resultados satisfatérios ou possuem elevados niveis de toxicidade (Sleeckx et al., 2011). Os

quimioterapicos mais utilizados na terapéutica de tumores mamarios em humanos séo a

ciclofosfamida, doxorrubicina, gencitabina e os taxanos. Todos estes tém sido utilizados no

tratamento de tumores mamarios em cadela (Euler, 2011).

Simon et al. (2006) administraram quimioterapia adjuvante pds-cirdrgica. Os animais sujeitos

a quimioterapia ndo apresentaram diferencas significativas no tempo de recorréncia tumoral, de

metastizacao ou de sobrevida. Os autores concluem que a utilizacao deste tipo de farmacos nao

leva a uma melhoria do prognostico.
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A utilizacao de radioterapia pode ser sugerida como terapéutica adjuvante em pacientes cuja
excisdo tumoral foi incompleta, que apresentem metéstases ou que tenham sido diagnosticados
com carcinoma inflamatorio. Alguns protocolos foram instituidos como tratamento paliativo
noutros tipos tumores como carcinoma nasal, linfoma ou osteossarcoma (Sleeckx et al., 2011).
A radioterapia, como terapéutica adjuvante em tumores da mama, ndo tem demonstrado
beneficios adicionais quando comparada a cirurgia. Além disso, a localizagdo anatémica das
cadeias mamarias conduz a um elevado risco de efeitos secundarios indesejaveis (Euler, 2011,
Murphy, 2008).

1.6.3. Terapéutica hormonal

A goserelina é utilizada na terapéutica de mulheres com tumores mamarios hormono-
dependentes. Este farmaco promove a reducdo dos niveis hormonais a valores proximos do zero
(Sleeckx et al., 2011). Lombardi, Florio, Pagnini, Crispino e Avallone (1999) confirmaram a
acdo deste farmaco em cadelas. Observaram uma diminui¢cdo dos niveis de estradiol e
progesterona que diminuiram para valores semelhantes aos observados em anestro. Foi
igualmente observada uma diminuigdo no tamanho do tumor

Como as hormonas sexuais estdo implicadas no desenvolvimento de tumores mamarios na
cadela a manipulacdo hormonal, a semelhanca do que acontece em medicina humana, pode
ajudar no maneio deste tipo de tumores. O tamoxifeno, como modulador especifico dos
recetores de estrogénio, tem sido usado com sucesso na terapéutica de tumores positivos a estes
recetores. Contudo, na cadela, o tamoxifeno produz efeitos secundarios inaceitaveis devido a
sua metabolizacdo num composto que se assemelha ao estrogénio (Murphy, 2008). A atividade
anti-tumoral que tem sido observada em medicina humana ndo se reproduz nos ensaios com
cadelas. A maioria dos animais é forcada a interrupcdo da terapéutica por efeitos secundarios
como edema vulvar, descargas vaginais, incontinéncia, infecdo do trato urinario, piometra do
coto e comportamentos caracteristicos de cio (Euler, 2011; Sleeckx et al., 2011).

Os antiprogestagénios ou antagonistas da progesterona e os moduladores dos RP tém sido
investigados no tratamento de tumores mamarios da mulher (Sleeckx et al., 2011). Guil-Luna
et al. (2011) relacionaram, em carcinomas mamarios, o efeito da aglepristona na proliferacédo e
apoptose celular com a expresséo de RP. Apos o tratamento observou-se a diminuicéo do indice

de proliferacdo celular em carcinomas mamarios RP positivos.
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1.6.4. Outras terapéuticas

A excisdo cirargica de tumores liberta células tumorais para a circulacdo sanguinea. Hermo et
al. (2011) estudaram a administracdo endovenosa de desmopressina no periodo pré e pos-
cirargico em 28 cadelas com tumores mamarios. A terapéutica com este farmaco prolongou o
intervalo livre de doenca e a sobrevida dos animais com carcinomas de grau Il e 1ll. Com a
administracdo de desmopressina, ha libertacdo do fator de von Willebrand pelas células
endoteliais, inibindo a metastizacdo por reducdo da aderéncia de células malignas a
microvasculatura.

A utilizacdo de inibidores da COX-2 foi descrita como parte da terapéutica de carcinoma
mamario inflamatorio (Sleeckx et al., 2011). Queiroga et al. (2010) referem que sdo necessarios
mais ensaios de forma a determinar se os inibidores da COX-2 poderdo ser (teis como
terapéutica adjuvante em casos de elevado risco de desenvolvimento de metastases ou em
situacdes sem terapéutica cirargica possivel. No estudo de Souza, Toledo-Piza, Amorin,
Barboza e Tobias (2009), em 12 casos de carcinoma mamario inflamatorio, procurou-se avaliar
o efeito do piroxicam comparativamente ao uso de quimioterapia com ciclofosfamida e
doxorrubicina. Os resultados demonstraram um aumento do tempo médio de sobrevida nos
animais tratados com piroxicam e melhorias clinicas evidentes. Alkan et al. (2012) estudaram
os efeitos do piroxicam e do deracoxib em linhas celulares de tumores mamarios caninos. A
administracao destes farmacos conduziu a diminuicdo da proliferacdo celular e a inducao da
apoptose contudo, as doses utilizadas foram superiores as toleradas in vivo. Ndo obstante, a
aplicacdo intra-lesional podera vir a ser uma opcao a considerar na pratica clinica.

Peruzzi, Mesiti, Ciliberto, La Monica e Aurisicchio (2010) desenvolveram vacinas contra a
transcriptase reversa da telomerase e a proteina HER-2 e induziram uma resposta imunitaria
adaptativa contra estes antigénios tumorais. Estes autores referem a necessidade de mais
estudos para introducéo desta vacina como terapéutica de tumores mamarios caninos.

O bevacizumab (Avastin®) é um anticorpo monoclonal humanizado que tem como alvo o
VEGF. Ao bloqueé-lo, o anticorpo promove uma acdo anti-angiogénica anti-tumoral. S&o
necessarios mais estudos para testar a sua eficacia no tratamento dos tumores mamarios
(Sleeckx et al., 2011).

Tém sido desenvolvidos varios farmacos com o objetivo de tentar travar as consequéncias da
sobre-expressdo de HER-2 nos tumores mamarios. O trastuzumab (Herceptin®) foi o primeiro
farmaco desenvolvido para intervir na via do HER-2. E um anticorpo monoclonal humanizado
que se liga e inibe o crescimento de células tumorais in vitro e in vivo através de Vvarios
mecanismos (Saini etal., 2011). Singer et al. (2012), atraves da utilizacdo de linhagens celulares

de carcinoma mamario canino, verificaram ligacdo entre o anticorpo trastuzumab e o epitopo
26



reconhecido do HER-2. Demonstraram ainda que esta ligacéo inibiu a proliferacéo celular. Mais
estudos na &rea serdo necessarios contudo este podera ser o primeiro passo na instituicdo da

imunoterapia como terapéutica de tumores mamarios em cadelas.

Mais terapéuticas serdo abordadas no capitulo da imunologia tumoral.
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2. Imunologia tumoral
2.1. Aspetos gerais e historia

O sistema imunoldgico compreende dois tipos de resposta imunitaria, a resposta inata e a
resposta adquirida ou adaptativa, interligadas através da capacidade da primeira estimular e
influenciar a natureza da segunda e através da partilha de mecanismos efetores entre as duas. A
resposta inata atua rapidamente, porém, é pouco especifica utilizando barreiras como a prépria
pele e mucosas, o sistema complemento, células fagocitarias e citocinas de forma a regular as
células envolvidas. A resposta adquirida apresenta capacidade de memoria antigénica, de
distincédo self de non-self e de promocéo de respostas mais vigorosas a medida que hé repeticao
da exposicao a certos antigénios. Neste tipo de resposta estdo envolvidos os linfécitos T que se
dividem consoante o seu cluster of differentiation (CD) e o complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) em linfécitos T helper (CD4* e MHC I1) e linfécitos T citotoxicos
(CD8" e MHC 1) e ainda em células natural killer (NK) e células T reguladoras (Treg). Os
linfécitos B produzem anticorpos na resposta humoral, ativam o sistema complemento,
aumentam a fagocitose por opsonizacdo de células-alvo e induzem citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (Bergman, 2009).

A imunologia tumoral representa a area da imunologia que estuda as interacdes entre o sistema
imunolégico e as células tumorais, a biologia do reconhecimento da presenca das células
tumorais, os diversos mecanismos celulares envolvidos e as estratégias utilizadas de forma a
iludir o sistema imunoldgico (Maia & Cardoso, 2012).

A contribuicdo da resposta imunoldgica para o controlo eficaz do desenvolvimento tumoral tem
sido um assunto controverso. Paul Ehrlich, em 1909, foi um dos primeiros autores a propor o
conceito de que o sistema imunolédgico tem um papel critico na protecdo do individuo numa
situacdo de desenvolvimento tumoral (Chow et al., 2012). A presenca de leucdcitos em
carcinomas mamarios em mulheres, observada por Rudolph Virchow, forneceu a indicacao
duma possivel ligacdo entre a inflamagdo e o cancro. Contudo, s6 na ultima década, surge
evidéncia clara que a inflamacgéo tem um papel importante no desenvolvimento tumoral através
da descoberta de mecanismos moleculares subjacentes (Grivennikov, Greten & Karin, 2010).
E possivel que os mecanismos inflamatérios implicados na inducdo de cancro em humanos
sejam semelhantes aos dos animais domésticos tendo em conta o crescente numero de literatura
que refere a similitude da expressao genética, dos infiltrados inflamatdrios, da expressdo de
citocinas, quimiocinas e de outros biomarcadores entre humanos e mamiferos domésticos com

tumores morfologicamente equivalentes (Morrison, 2012).
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Hoje, é claro que os tumores apresentam células inflamatorias em variadas densidades desde
infiltracdes subtis, somente detetaveis com anticorpos especificos, a inflamagdes claras visiveis
com coloragdes comuns. Historicamente, estas rea¢fes foram associadas a tentativa de
erradicacdo dos tumores e, efetivamente, existe cada vez maior evidéncia de varios tipos de
respostas anti-tumorais. Por volta do ano 2000 ja se considerava que a inflamacéo associada
aos tumores possuia um efeito paradoxal de promover a progressdo tumoral. A inflamacéo
contribui com moléculas bioativas para o microambiente tumoral incluindo fatores de
crescimento que promovem a proliferacdo celular, fatores que limitam a morte celular, fatores
pré-angiogénicos e enzimas que facilitam a angiogénese, invasdo e metastizacao.
Adicionalmente, as células inflamatdrias libertam radicais de oxigénio ativamente mutagénicos
para as células tumorais que as rodeiam (Hanahan & Weinberg, 2011).
A inflamacdo é um rapido processo que se estabelece em resposta a lesdo tecidual para que
qualquer tecido ou ADN danificados sejam reparados e se inicie a cura. Durante a inflamacéo
ativa, o microambiente celular é extremamente reativo e instavel devido aos efeitos combinados
de radicais de oxigénio e azoto, citocinas, quimiocinas, eicosanoides, aldeidos reativos e fatores
de crescimento. Qualquer perturbacdo na homeostasia dos tecidos ativa elementos celulares da
imunidade inata (macrofagos, mastdcitos, células dendriticas e células NK) como primeira linha
de defesa. Estes iniciam a resposta inflamatoria através da libertacéo de citocinas que sinalizam
a proliferacéo celular, quimiocinas que atraem células inflamatorias adicionais, proteases com
propriedades de remodelacdo da matriz, radicais de oxigénio e azoto que levam a destruicéo de
eventuais agentes patogénicos e, finalmente, a reparacdo da lesdo que os tecidos apresentam.
Caso exista falha no controlo da resposta inflamatdria aguda pode despoletar-se um processo
crénico e surgir um microambiente que podera favorecer o inicio de um processo tumoral.
Quanto mais tempo a inflamacdo persista, mais altas sdo as probabilidades de instabilidade
gendmica e mutagdes que conduzem ao processo cancerigeno (Morrison, 2012).
Nas ultimas décadas tem sido discutido se o sistema imunoldgico promove, antagoniza ou se é
indiferente ao desenvolvimento tumoral. Trabalhos recentes documentaram que 0 sistema
imunolégico contribui para a transformacdo celular, tanto prevenindo como promovendo o
crescimento tumoral além de modelar a imunogenicidade tumoral. Estas diferentes funcdes
podem ser separadas pela sua altura de ocorréncia durante a tumorigénese e tipo de
transformacdo tumoral, pelos componentes do sistema imunologico envolvidos e pelos
antigénios expressos pelas células tumorais (Mittal et al., 2014).
O normal funcionamento das células depende do controlo da divisdo celular. Como resultado
de mutagdes despoletadas por quimicos, radiacdo ou virus, as células podem dar inicio a uma
divisdo celular descontrolada. Uma célula que prolifera descontroladamente podera dar a
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origem a um tumor ou neoplasia (Tizard, 2013). A evolucdo classica pode ser dividida em 3
fases: iniciacdo de células normais suscetiveis, promogao com acumulacao de material genético
alterado e progressdo dessas alteragdes. A iniciacdo € caracterizada pela acumulagdo de
alteracBes genéticas (mutacbes pontuais, delecGes, amplificacdes, metilacbes do ADN e
rearranjos de genes e cromossomas) que, ao ndo serem reparadas, conduzem a alteracGes
celulares irreversiveis que persistem. A maioria das celulas com mutagdes menores sobrevive
contudo, caso a alteracdo ndo seja compativel com a sua sobrevivéncia, sofrem apoptose. Para
haver desenvolvimento tumoral, as alteracdes genéticas deverdo resistir aos processos de
reparacdo bem como serem legiveis pela ADN-polimerase (Morrison, 2012). As mutacbes
sofridas pelas células fornecem vantagens de crescimento especiais com respostas mais
vigorosas a sinais normais de mitose ou maior resisténcia a estimulos de inducdo da apoptose.
Na fase de promocéo decorre o crescimento das células anteriormente referidas que proliferam
como resposta a certos estimulos (Kusewitt & Rush, 2007). Na fase final, a fase de progresséo,
verifica-se um crescimento substancial da massa tumoral e/ou metastizagdo (nas situacdes de

neoplasias malignas) (Morrison, 2012).

2.2. Antigénios tumorais

As células sdo identificadas pelo sistema imunoldgico como self quando séo antigenicamente
normais ou non-self quando sdo antigenicamente estranhas. Para se instalar uma resposta
imunoldgica eficaz é necessaria a presenca de células apresentadoras de antigénios (APC) que
processam e apresentam epitopos originarios das células tumorais as células imunes efetoras
(Maia & Cardoso, 2012).

Por antigénios tumorais entendem-se as moléculas que contém epitopos imunogénicos
especificamente reconhecidos por linfocitos T ou B (Maia & Cardoso, 2012). Podem ser
proteinas, glicoproteinas, glicolipidos ou carbohidratos expressos a superficie da célula
neoplésica. Incluem antigénios especificos de tumores (TSA), expressos somente nas células
tumorais, e antigénios associados a tumores (TAA) presentes tanto nas células normais como
nas tumorais (Kusewitt & Rush, 2007; Maia & Cardoso, 2012).

Existem 5 tipos de antigénios tumorais que foram identificados: antigénios relacionados com
estadios especificos do desenvolvimento celular, formas mutadas de proteinas celulares
normais, sobre-expressdo destas proteinas, antigénios relacionados com processos tumorais
malignos ao nivel testicular e antigenios caracteristicos de tumores de etiologia viral (Tizard,
2013). A identificacdo dos antigénios tumorais permite a sua utilizacdo no diagnostico e

monitorizacdo dos pacientes nos casos em que ocorre libertagdo para a corrente sanguinea
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permitindo a adogdo de métodos de detecdo e monitorizacdo ndo invasivos (Kusewitt & Rush,
2007).

2.3. A resposta inflamatoria e o cancro

O microambiente tumoral possui um papel importante na evolucéo do tumor pois a eliminagéo
de células tumorais pelo sistema imunoldgico é em parte determinada pela presenca de reagdo
inflamatdria. Mais de metade da massa tumoral é constituida por células de suporte como 0s
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais e 0s tumores ndo crescem nem metastizam sem
estes elementos. O processo de recruta destas células esta intimamente relacionado com a
inflamacéo e certas citocinas como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e macrofagos (Tizard,
2013).

O cancro e a inflamacé&o estdo ligados por duas vias: intrinseca e extrinseca. A primeira é ativada
por mutagcdes que levam a neoplasia homeadamente a ativagdo de oncogenes, rearranjos
cromossomais ou inativacdo de genes supressores de tumores. As células que surgem desta
forma produzem fatores de transcricdo e mediadores inflamatérios dando origem a um
microambiente inflamatorio que envolve as células tumorais (Tizard, 2013). Quanto a via
extrinseca, envolve inflamacéo prévia que aumenta o risco de desenvolvimento tumoral. Os
efeitos combinados de ambas as vias conduzem a uma producéo adicional de mediadores que
reforca o microambiente inflamatério (Morrison, 2012).

A teoria da vigilancia imunoldgica anti-tumoral propGe que as células e os tecidos se encontram
constantemente monitorizados e, que este tipo de vigilancia € responsavel pelo reconhecimento
e eliminacdo da maioria de células tumorais e tumores na sua fase inicial (Hanahan & Weinberg,
2011; Mittal et al., 2014). A completa destruicdo de um tumor em crescimento pelo sistema
imunolodgico raramente é apreciada num panorama clinico. Contudo, estudos em ratinho
demonstraram casos onde tumores em desenvolvimento sdo reconhecidos e destruidos pelo
sistema imunoldgico intacto. Pelo contrario, em situacdes de imunodeficiéncia, € mais comum
0 aparecimento de tumores tanto espontaneos como induzidos por agentes carcinogéneos (Bui
& Schreiber, 2007).

O conceito de vigilancia imunologica pressupde que as células tumorais s@o antigenicamente
diferentes das células normais e, que numa fase precoce do desenvolvimento tumoral, existem
condicBes que permitem o desencadeamento de uma resposta imunoldgica no microambiente
tumoral. Alguns factos corroboram a existéncia deste tipo de vigilancia imunolodgica tais como
as células tumorais serem antigénicas e 0 aparecimento de tumores ser mais frequente em

pacientes imunodeficientes ou sujeitos a tratamentos imunossupressores. Além disso, em
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biopsias realizadas em tumores humanos, foi demonstrado que o tumor possui tumour-
infiltrating lymphocytes (TIL) ou linfocitos infiltrados no tumor que promovem a lise de células
tumorais. Contudo, independentemente da capacidade de vigilancia imunolégica, é indiscutivel
gue na maioria dos casos as células tumorais se organizam e formam les6es com expressao
clinica. Para tal, é necessario que as células escapem ou se evadam a acdo controladora da
imunidade (Maia & Cardoso, 2012).

Um sistema imunoldgico intacto consegue prevenir, controlar, modular e, pelo contrério,
promover a tumorigenese através de um processo chamado immunoediting ou imunoedicgéo
cujo conceito evoluiu da teoria inicial da vigilancia imunologica. Este processo € constituido
por trés fases: eliminacdo, equilibrio e evasdo (Mittal et al., 2014). A hip6tese de immunoediting
determina um papel ativo do sistema imunoldgico na eliminacdo de células tumorais
imunogeénicas e, um outro papel contrastante, na promogéo do crescimento e multiplicacdo de
células tumorais menos imunogénicas. Nao se baseia somente na medicao da incidéncia tumoral
mas também na diferenciacdo entre a imunogenicidade das préprias células (Bui & Schreiber,
2007).

A selecdo por pressdo imunologica ou immunologic sculpting consiste na eliminacéo de células
tumorais imunogénicas ou sensiveis a imunidade e na selecdo e proliferacdo de células nédo
imunogénicas ou imunorresistentes. Os tumores utilizam mecanismos de toleréncia
imunolodgica, nos quais linfécitos T reativos contra as células tumorais sdo eliminados ou
ativamente neutralizados. Existem mecanismos de toleréncia central, ao nivel do timo, e
mecanismos de tolerancia periférica com a eliminacdo/inativacdo extra-timica de linfocitos T
maduros. O conceito de ignorancia imunoldgica é outro pressuposto que pode justificar a falta
de imunidade anti-tumoral. Neste, assume-se que os linfocitos T nunca foram expostos a
antigénios tumorais e, caso surjam alteracdes que permitam essa exposicao, desencadear-se-a a

resposta imunoldgica anti-tumoral (Maia & Cardoso, 2012).

2.4. Componentes celulares do infiltrado inflamatério

As celulas do infiltrado inflamatdrio presentes no microambiente tumoral atuam de forma
ambigua promovendo ou antagonizando o processo tumoral e os leucdcitos intervenientes
podem ser encontrados em variadas propor¢Ges na maioria das lesbes neoplasicas. Num
processo inflamatério agudo as células inflamatorias rapidamente desaparecem contrastando
com o que acontece em locais de inflamacdo cronica, onde a presenca de células inflamatdrias
se associa a certas alteracdes como a fibrose, a angiogénese aberrante e a neoplasia (Hanahan

& Weinberg, 2011). Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a infiltragdo cronica
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de tecidos neoplasicos por leucocitos promove o desenvolvimento e/ou a progressdo de varios
tumores epiteliais, contudo, os mecanismos celulares e moleculares implicados na ac¢do pro-
tumoral ndo sdo completamente conhecidos. Alguns tipos de leucécitos exibem uma agao
claramente anti-tumoral porém, outros como os mastdcitos, linfocitos B, células dendriticas,
granulécitos e macrofagos desempenham acGes ambiguas (DeNardo et al., 2009).

As células tumorais exploram sinais provenientes do seu microambiente. As células do estroma
como fibroblastos, macréfagos e células endoteliais produzem interleucinas (IL) 6, uma
citocina que promove o crescimento tumoral e a angiogénese. Os macrofagos, mastdcitos e
linfécitos que infiltram o tumor podem promover crescimento tumoral através da remodelacéo
de tecidos, estimulacdo da angiogénese e supressdo das respostas imunolégicas (Tizard, 2013).
O desenvolvimento tumoral mamario na mulher é caracterizado por aumentos consideraveis de
células inflamat6rias no estroma tumoral nomeadamente linfocitos B e T e macrofagos
(DeNardo et al., 2009).

2.4.1. Linfécitos

Os linfdcitos circulam entre o sangue e os tecidos retornando a circula¢do sanguinea através do
sistema linfatico. Nos canideos, foi determinado que o sangue periférico contém
aproximadamente 2% do total de linfocitos e a restante populacdo encontra-se em 0Orgaos
linfoides como os linfonodos, baco, placas de Peyer e medula dssea. Os linfocitos T perfazem
46 a 72% da populacao total de linfécitos circulante enquanto que os linfocitos B constituem 7
a 30% (Tizard, 2013). Existe uma populacdo heterogénea de varias subpopulacdes celulares
com diferentes especializacGes. Dentro dos linfécitos T encontram-se as subpopulacdes de
células T helper CD4", células T citotoxicas CD8" e células NK. No grupo das células CD4*
encontramos ainda células T helper 1 (Th1), células T helper 2 (Th2) e células Treg (Simonson
& Allison, 2010). E importante diferenciar os varios tipos de linfocitos T pois cada um possui
uma funcéo distinta no microambiente tumoral. Enquanto que os linfécitos T citotéxicos CD8*
sdo responsaveis por lise e morte celular através de variados mecanismos e produtos libertados,
os linfécitos T helper CD4* sdo uma classe heterogénea de linfocitos secretores de citocinas
que ativam ou inibem outras células, promovendo ou inibindo a resposta imunoldgica (Gooden,
Bock, Leffers, Daemen & Nijman, 2011).

A expressao de proteinas aberrantes e a sobre-expressao de proteinas normais por parte das
celulas cancerigenas suscitam uma resposta inflamatoria linfocitaria especifica (Simonson &
Allison, 2010). No cancro da mama na mulher, os linfocitos B e T associados ao tumor possuem

um papel tanto na resposta anti-tumoral como na progressdo do tumor. Os linfécitos infiltrados
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no tumor expressam uma variedade de citocinas que possibilitam ao mesmo tempo a destruicao
citotoxica do tumor tal como o seu crescimento atraves da promoc¢do da angiogénese e
linfangiogénese locais. Os tumores mamarios malignos em cadela sdo caracterizados por uma
infiltracdo marcada de leucdcitos mononucleares, nomeadamente linfécitos, no estroma que
rodeia as células tumorais e 0s vasos. Tal situacdo contrasta com o observado em tecido
mamario normal e em tumores benignos, onde raramente é observada infiltracdo linfocitaria.
No cancro da mama, a populagdo dominante de TIL s&o os linfdcitos T. A infiltracdo por estas
células apresenta maior extensdo nos carcinomas de maior malignidade e a infiltracdo por
linfécitos B predomina nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral. Podem ser ponderados
certos paralelismos entre o papel dos linfocitos T em carcinomas mamaérios de cadelas e
carcinomas de elevada malignidade na mulher, visto os carcinomas mamarios caninos se
apresentarem geralmente de elevada malignidade devido ao seu diagnostico tardio (Kim et al.,
2010).

Quando ativados, os linfocitos T CD8" sdo citotdxicos e a sua principal funcédo centra-se na lise
celular (Simonson & Allison, 2010). S8o elementos importantes na resposta imunolégica
adaptativa celular destruindo células tumorais com moléculas MHC | que apresentam
antigenios associados aos tumores. Esta interacdo promove a producdo de interferdo gamma
(IFN-y) que conduz, indiretamente, a inibicdo do ciclo celular, apoptose, inibi¢do da
angiogénese e inducdo da atividade tumoricida dos macréfagos (Mahmoud et al., 2011).

Os linfécitos T CD4", ao diferenciarem-se em linfdcitos T helper, sdo responsaveis pelas
citocinas que coordenam as respostas imunoldgicas celular e humoral. Poucos estudos
avaliaram o impacto desta subpopulacéo linfocitaria na evolucéo tumoral (Simonson & Allison,
2010). Os linfécitos Thl tém um papel fundamental na ativacdo dos citotéxicos CD8". As
células Th2 estimulam a imunidade humoral e ativam eosinéfilos (Gooden et al, 2011).

As células NK sdo linfocitos de grandes dimensdes que representam cerca de 5 a 15% da
populacdo linfocitaria. Recentemente, foi referido que o fendtipo canino destas células se
apresenta como CD4°, CD6" e CD8 (Lin et al.,, 2010). As células NK encontram-se
frequentemente nos infiltrados linfocitarios associados ao tumor e o interesse na sua atividade
anti-tumoral surgiu com a observacdo de um crescimento tumoral acelerado em modelos
animais com deplecdo destas células (Simonson & Allison, 2010). S&o citotoxicas e respondem
a células anormais e sob stress sem que haja necessidade de exposicdo primaria. Possuem
recetores inibitérios que reconhecem moléculas de classe MHC 1 a superficie da célula alvo,
ndo lesando as que possuem estas moléculas. Apresentam outro tipo de recetores que ativam a
sua funcéo citotoxica quando reconhecem proteinas produzidas por células sob stress. Assim,
as células NK tém dois tipos de alvo nos quais podemos inserir as células tumorais: celulas que
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ndo expressam moléculas MHC | e células que expressam proteinas produzidas em situacfes
de stress (Simonson & Allison, 2010; Tizard, 2013). Desempenham um importante papel
imunolégico pois huma situacdo em que uma célula neoplésica perca a capacidade de expressdo
da molécula MHC I, ndo havera apresentacdo antigénica aos linfocitos T CD8" citotoxicos,
podendo haver evasao ao sistema imunolégico e proliferacéo das células aberrantes (Simonson
& Allison, 2010).

As celulas Treg sdo potentes inibidoras da ativagdo de linfocitos T tanto in vitro como in vivo.
Desenvolvem-se no timo a partir de células T CD4" naive e sdo caracterizadas pela sua elevada
expressao de CD25 e a transcricdo do fator FoxP3. Apresentam como funcdo principal a
regulacdo das respostas imunoldgicas atraves de mecanismos celulares e mecanismos
dependentes de citocinas. Protegem os tecidos normais do organismo de rea¢fes imunolégicas
exageradas tendo papel na tolerancia aos antigénios do préprio (Simonson & Allison, 2010).
Este tipo de linfocitos produz citocinas como IL-10 e fator de crescimento de transformacéo 3
(TGF-B) que inibem a proliferacdo celular e a producdo de IFN-y. Em certos carcinomas
humanos, o nimero de células Treg encontra-se especialmente aumentado nos focos tumorais
e a sua presenca é suficiente para inibir a proliferacdo de linfécitos T CD8*citotoxicos
especificos contra as células tumorais (Maia & Cardoso, 2012). Estdo presentes em maior
ndmero nos tumores mais agressivos ou avangados e um nimero elevado de células Treg intra-
tumorais tende a estar associado a um pior progndstico em certos carcinomas (Simonson &
Allison, 2010). Sasaki et al. (2008) estudaram o valor prognostico da infiltracdo de células Treg
FoxP3 positivas em carcinoma hepatocelular e observaram um menor intervalo livre de doenca
em pacientes com contagens mais elevadas destas células. Gao et al. (2007) concluiram
igualmente que um maior numero de linfocitos Treg esta associado a um pior progndstico.
Contrastando com os estudos supramencionados, a associacao das células Treg com um melhor
prognostico foi observado por alguns autores em carcinoma gastrico (Haas et al., 2008),
carcinoma colorectal (Frey et al., 2010; Salama et al., 2009) e carcinoma do ovario (Leffers et
al., 2008).

Cada uma destas subpopulagdes tem um complexo papel de potenciagdo ou inibicdo da resposta
imunoldgica consoante os casos. Na Figura 1 encontra-se esquematizada a forma de interagdo

das varias subpopulagdes linfocitarias com as células neoplasicas.
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Figura 1- Formas de interacdo das diferentes

neoplésica.
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Adaptado de Simonson e Allison (2010).

As primeiras referéncias a promoc¢ado tumoral mediada pelos linfocitos B e respetivos anticorpos
surgiram ha 60 anos atras, quando se observou que a transferéncia de anticorpos especificos
para tumores aumentava o crescimento de tumores transplantados e induzidos quimicamente
enquanto que, a auséncia de células B, limitava esse crescimento (Balkwill, Montfort &
Capasso, 2013).

Alguns estudos mais recentes confirmaram o papel pré-tumoral destas células. No estudo de
Olkhanud et al. (2010), em ratinhos modelo para cancro da mama, foi observado que uma
subpopulacdo de linfécitos B, nomeadamente linfocitos B reguladores (Breg), promove a
metastizagdo ao nivel pulmonar. O estudo de Ammirante, Luo, Grivennikov, Nedospasov e
Karin (2010), realizado em ratinhos, demonstrou que a linfotoxina proveniente dos linfocitos B
esta associada ao desenvolvimento de tumores prostaticos resistentes a castragdo. Schioppa et
al. (2011) investigaram os linfocitos B como células promotoras do desenvolvimento tumoral
atraves de mecanismos mediados por TNF-a e concluiram, que em carcinomas de células
escamosas induzidos, este fator promove o crescimento tumoral através das células Breg que
inibem a resposta imunoldgica anti-tumoral. Andreu et al. (2010), num estudo com ratinhos

modelo para carcinoma de células escamosas, observaram que os linfocitos B e a imunidade
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humoral promovem o desenvolvimento tumoral por ativacdo de um tipo de recetores da
imunoglobulina G em células mieloides. Estes complexos antigénio-anticorpo sofrem
deposicao ao nivel do estroma tumoral e contribuem para o recrutamento e diferenciagdo de
macrofagos promotores de tumores. Na Figura 2 encontram-se esquematizados alguns

mecanismos de promocao tumoral mediada pelos linfocitos B.

Figura 2- Propriedades reguladoras dos linfocitos B que promovem o crescimento tumoral.
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Adaptado de Balkwill et al. (2013) Legenda: * Andreu et al., 2010
2 Ammirante et al., 2010; Schioppa et al., 2011.

2.4.2. Neutrofilos

Os tumour-associated neutrophils (TAN) podem exercer tanto fungdes pré como anti-tumorais
e, evidéncias provenientes de modelos animais, sugerem que podem sofrer polarizacdo em dois
fendtipos distintos consoante a sinalizagdo tumoral. As citocinas e proteinas armazenadas nos
granulos dos neutrdfilos sdo caracterizadas por possuirem fun¢es ambiguas. Por exemplo, a
elastase proveniente dos neutrofilos favorece a proliferacdo das células neoplasicas epiteliais
pulmonares humanas e, pelo contrario, em tumores mamarios promove a lise das células

tumorais mediada por linfocitos T (Galdiero et al., 2013).
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Os neutrofilos promovem a inibicdo da metastizacdo através da libertacdo de radicais oxigenio
além de potenciarem, como acima referido, respostas imunitarias anti-tumorais por parte dos
linfocitos T. Estas acBes contrastam com o favorecimento da instabilidade genética e
aparecimento de mutacdes causadas pelos radicais referidos, com a promocao da proliferacdo
tumoral pela elastase libertada, com a promocéo da angiogénese atraves da libertacdo de VEGF
e metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), com o0 aumento da capacidade invasiva das células
tumorais através do fator de crescimento dos hepatdcitos (HGF) e de certas citocinas como a
oncostatina M (OSM) e, finalmente, com a atividade imunossupressora conseguida através da

expressao de arginase promovida pelo TGF-p (Galdiero et al., 2013).

2.4.3. Mastocitos

Os mastocitos recrutam células efetoras para a resposta inflamatéria e regulam a inflamagéo,
os processos de remodelacdo de tecidos e defesa do organismo. Apresentam varios recetores de
quimiocinas e fatores de crescimento que, em resposta a estimulos quimiotaticos, conduzem
estas células para tecidos inflamados ou com les6es. Em microambiente tumoral os mastocitos
situam-se a periferia dos tumores solidos perto dos vasos sanguineos. Ha estimulacéo e ativacédo
dos mastocitos pela presenca de anticorpos anti-tumorais, hipoxia, citocinas e quimiocinas.
Quando ativados libertam, através do processo de desgranulacgdo, histamina, prostaglandinas,
leucotrienos, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que sdo imunorreguladores com
uma acdo tanto pré6 como anti-tumoral (Oldford & Marshall, 2015). Os mastdcitos libertam
heparina, IL-8 e VEGF que promovem a angiogénese tumoral, histamina como
imunossupressora, fator estimulante de coldnias (SCF) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) que promovem a divisdo celular e proteases que promovem a metastizacao
(Rajput et al., 2008). Estas células sdo indicadas como alvos de imunoterapia pelas
caracteristicas acima referidas e, como geralmente sdo consideradas elementos pré-tumorais, a
sua inibicdo tem sido a terapéutica mais sugerida (Oldford & Marshall, 2015).

A infiltracdo por estas células nem sempre é indicador de pior progndstico como é o caso dos
carcinomas da prostata e da mama (Oldford & Marshall, 2015). Rajput et al. (2008), num estudo
com 4444 casos de cancro da mama na mulher, demonstraram que a presenca de mastocitos no
microambiente tumoral esta relacionada com um efeito favoravel no progndéstico das doentes.
Os mastdcitos conseguem inibir o crescimento tumoral pela libertagdo de peroxidase endégena
citotoxica e pela recruta de neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos e macréfagos. Secretam IL-1, IL-

4, IL-6 e TNF-a que induzem a apoptose de células endoteliais, sulfato de condroitina que inibe
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a metastizacdo e catepsinas G que ativam plaquetas, linfécitos e macrofagos alem de serem
citotoxicas per se (Rajput et al., 2008).

A utilizacdo de terapéuticas que aumentem a desgranulacdo de mastocitos podera deter efeitos
anti-tumorais visto ter sido demonstrado que a histamina contribui para a diminuicdo do
crescimento tumoral (Oldford & Marshall, 2015).

2.4.4. Macrofagos

Os macrofagos sdo células diferenciadas originarias da linhagem mononuclear fagocitica
caracterizados por possuirem caracteristicas fenotipicas particulares e expressarem certos
marcadores (Qian & Pollard, 2010). Est&o distribuidos por todo o organismo e as suas funcdes
sdo afetadas pelos sinais do microambiente no qual estdo inseridos. Ao nivel dos tecidos, em
situacOes fisioldgicas, os macrofagos adquirem diferentes caracteristicas morfologicas e
funcionais. Em situacfes de resposta a lesdo, invasdo por microrganismos ou resposta a
citocinas produzidas por outras células linfoides, os macréfagos sofrem varios tipos de ativagéo.
Estdo presentes nos tecidos tumorais e constituem um dos principais componentes do
microambiente inflamatorio tumoral. As respostas imunitarias adaptativas anti-tumorais
juntamente com as citocinas tumorais e das células do estroma modelam as fungdes dos
macrofagos durante a progressdo tumoral (Mantovani & Locatti, 2013). Os tumour-associated
macrophages (TAM) sdo um componente do infiltrado inflamatério de variados tumores e
produzem inumeros mediadores inflamatorios, nomeadamente quimiocinas, que contribuem
para a ativagao e manutencdo do processo inflamatdrio crénico (Galdiero et al., 2013).

Foi proposto que os macréfagos estariam envolvidos na imunidade anti-tumoral contudo, Al
Murri et al. (2008) e Beck et al. (2009) associaram estas células a maior malignidade tumoral,
demonstrando que poderdo estar envolvidas no processo de progressao tumoral. As funcdes
pré-tumorais dos macrofagos incluem a cooperagdo na angiogénese associada ao tumor, a
promogdo da invasdo, migracdo e entrada em circulagdo das células tumorais bem como a
supressdo de respostas imunitarias anti-tumorais. Estudos experimentais em humanos
demonstraram que os macrofagos presentes em carcinomas mamarios regulam a carcinogénese
gracas as suas propriedades pro-angiogénicas e contribuem para a metastizacdo pulmonar pela
producéo de fator de crescimento epidérmico humano (EGF) que aumenta 0 comportamento
invasivo das células neoplasicas (DeNardo et al., 2009). Raposo et al. (2013) associaram
positivamente a expressdo de VEGF em tumores mamarios caninos a presenca de TAM o que

corrobora o envolvimento destas células na angiogénese deste tipo de tumores.
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Os TAM sdo recrutados por quimiocinas e outras citocinas produzidas pelas células tumorais
ou por células do microambiente tumoral (do estroma ou endoteliais). As principais atividades
pré-tumorais consistem na producdo de fatores inibidores que suprimem a atividade dos
linfécitos T anti-tumorais. Estes macrofagos expressam um ligando que regula negativamente
0s sinais transmitidos através dos recetores das células T acabando por inibir a proliferacdo e a
secrecdo de citocinas. Por outro lado, os macrofagos sdo anti-tumorais na medida em que
desempenham funcdes citotoxicas (Maia & Cardoso, 2012).

A plasticidade caracteristica permite que, ao integrarem diferentes tipos de sinalizacdes,
adquiram diferentes fenotipos com polarizacGes opostas. Citocinas como o IFN-y ddo origem a
macrofagos M1 que tém um papel anti-tumoral caracterizado por uma producdo significativa
de IL-12, radicais de oxigénio e citocinas inflamatdrias e pouca expressao de IL-10. Por outro
lado, as IL-4 e I1L-13 induzem a polarizacdo dos macréfagos em M2 caracterizados por uma
elevada producdo de IL-10, baixa de IL-12 e fraca capacidade de apresentacdo de antigénios.
Estas células produzem ainda algumas quimiocinas envolvidas no recrutamento dos linfocitos
T reguladores, eosindfilos, basofilos e linfacitos Th2 (Galdiero et al., 2013).

DeNardo et al. (2009), referem que os TAM M2 potenciam o comportamento invasivo das
células epiteliais malignas de carcinoma mamario humano através da elevada producao de EGF
que ativa os recetores do fator de crescimento epidérmico humano (EGFR) destas células,
essenciais para a entrada na circulacdo sanguinea, disseminacéo e metastizacdo pulmonar.

Os macrofagos estdo envolvidos na angiogénese tumoral pela sua capacidade de produzirem
fatores pro-angiogénicos (VEGF e a MMP-9). Em modelos de ratinho com carcinoma mamario,
um menor nimero de macréfagos nos tecidos esta relacionado com uma menor angiogénese,
aparecimento tardio de sintomas e uma reducdo de metastases ao nivel pulmonar. Além disso
0s TAM possuem atividade imunossupressora através da sua expressdo de arginase, IL-10 e
TGF-B (DeNardo et al., 2009).

2.5. Mediadores inflamatérios

Estudos realizados ao longo da Gltima década tém construido uma lista crescente de moléculas
com funcdo pro-tumoral libertadas pelas células inflamatdrias. Nesta lista encontram-se
referidas o fator de crescimento de transformacdo (TGF), o EGF, fatores de crescimento
angiogénico como o VEGF e o fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), quimiocinas e
citocinas que amplificam a inflamagéo (Hanahan & Weinberg, 2011).

Todos os tipos de tumor mamario canino aferidos (benigno, maligno ou metastase) no estudo

de Kim et al. (2010) apresentaram uma expressdo de citocinas superior a do tecido mamario
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normal. Estas, juntamente com quimiocinas e fatores de crescimento, desempenham funcées
essenciais no desenvolvimento e amplificacdo das respostas imunoldgicas, assim como na sua
regulacdo. Foram identificados compostos que alteram a mobilizagdo e o desenvolvimento de
células inflamatorias afetando a sua viabilidade e funcGes efetoras acabando por interferir com
a imunidade anti-tumoral (Maia & Cardoso, 2012).

A IL-10 inibe a producdo de IL-12 e de respostas Thil, interfere com a apresentacdo de
antigénios, inibe respostas induzidas por macrofagos e promove a diferenciacdo de células Treg.
O fator de crescimento de transformacdo beta subtipo 1 (TGF-B1) inibe a proliferacdo e
expansdo de células T induzidas por antigénios, regula a apoptose de linfocitos T e medeia 0s
efeitos supressores de células Treg. O VEGF, € essencial para a angiogénese tumoral e inibe a
diferenciacdo e maturacdo de celulas dendriticas, interferindo com o desencadeamento de
respostas T especificas contra epitopos tumorais (Maia & Cardoso, 2012).

As quimiocinas possuem um papel importante na progressdo tumoral tanto ao nivel do
recrutamento como no posicionamento dos leucocitos. As quimiocinas como a CCL2
contribuem para a polarizacdo de macrdfagos para M2, interagem com células endoteliais e
promovem a angiogénese (Bonecchi, Locati & Mantovani, 2011).

A progressdo do cancro da mama em mulheres envolve a sinalizacdo entre as células
neoplésicas e do estroma. As células tumorais e os TIL produzem citocinas que influenciam o
desenvolvimento tumoral. A IL-1 modula o crescimento tumoral e a metastizacdo através do
aumento da proliferacdo celular e, de uma forma indireta, através da promoc¢éo da inflamacéo
e da angiogénese (Kim et al., 2010). Estes autores observaram ainda que existiu maior
expressao de IL-1 em tumores malignos do que em tumores benignos.

A IL-6 é uma citocina produzida por TIL, mondcitos, fibroblastos e certas células tumorais.
Neste estudo verificou-se que a expressdo de IL-6 pelas células neoplésicas e, em tumores
malignos e metastases, foi cinco a seis vezes superior quando comparada a dos tumores
benignos. Os autores sugerem que a producéo de IL-6 pode estar associada com a malignidade
tumoral e a metastizagédo (Kim et al., 2010).

O TNF-a possui atividade anti-tumoral na medida em que elimina as células tumorais e estimula
a resposta imunitaria do organismo. Contudo, este fator pode induzir a progressao tumoral
através do aumento da angiogénese. No estudo de Kim et al. (2010) o TNF- o apresentou maior
expressdo em tumores malignos.

A IL-4 e a IL-13 regulam o crescimento tumoral por ativacdo dos respetivos recetores nas
células epiteliais. Em algumas linhagens celulares de carcinoma mamario humano estas

interleucinas inibem a proliferacdo celular basal e a induzida por estrogénio em modelos in vitro
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e in vivo. Noutras linhagens, a IL-4 regula a sobrevivéncia de células tumorais conferindo

resisténcia a apoptose em modelos in vitro (DeNardo et al., 2009).

2.6. Imunoterapia antitumoral

A inflamacdo tem influéncia na terapéutica utilizada pois véarios elementos celulares e
mediadores inflamatorios envolvidos podem auxiliar no tratamento dos pacientes. Além disso,
as formas convencionais como a quimioterapia e a radioterapia ttm como objetivo a morte das
celulas tumorais que, quando lesadas, libertam sinais que estimulam os leucécitos presentes no
microambiente tumoral. A efic4cia terapéutica destes métodos depende da capacidade celular
de apresentacdo dos antigenios resultantes das células neoplésicas lesadas pelo tratamento
aplicado (Chow et al., 2012). Tendo em conta a crescente importancia das terapéuticas
multimodais, com a utilizacdo conjunta de imunoterapia, € interessante reconhecer o impacto
que a quimioterapia apresenta no sistema imunolégico. No estudo de Walter et al. (2006), tanto
a administracdo de doxorrubicina (agente quimioterapico Unico) como do protocolo CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) ndo causaram efeitos negativos nos
linfécitos T porém, com a administracdo do referido protocolo, observou-se uma rapida
diminuicdo da contagem de linfocitos B.

A imunoterapia tumoral tem como fundamento a utilizacdo de componentes ou mecanismos do
sistema imunolégico de forma a eliminar ou neutralizar células e/ou fatores tumorais que
facilitam a sobrevivéncia e proliferacdo tumoral. Este tipo de terapéutica baseia-se no carater
cognitivo da imunidade adquirida que permite a especificidade das respostas anti-tumorais, na
capacidade de gerar memdria imunoldgica anti-tumoral que previne a recidiva tumoral e/ou
mantém o tumor em estado de laténcia e na intensidade e a eficécia da resposta imunolégica.
Desta forma a imunoterapia tumoral apresenta um elevado potencial terapéutico (Maia &
Cardoso, 2012). O objetivo clinico da imunoterapia € a promoc¢do de imunidade anti-tumoral
ativa ou passiva (King, Waxman & Stauss, 2008) e pode ser realizada de uma forma ativa com
a estimulacéo do sistema imunoldgico ou de forma passiva, com a administracéo de células do
sistema imunoldgico ou dos seus produtos (Tizard, 2013).

Existem varias estratégias de imunoterapia anti-tumoral que utilizam diferentes tipos de
resposta imunoldgica. As formas de terapéutica que utilizam a imunidade celular adquirida
dividem-se em 2 grandes grupos: vacinas anti-tumorais e transferéncia adotiva de células do
sistema imunologico (Maia & Cardoso, 2012). A vacinagdo € uma estratégica eficaz na

prevencdo de doencas infeciosas, porém, possui menor eficacia na terapéutica anti-tumoral
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devido a menor imunogenicidade dos antigéenios tumorais e a reduzida imunocompeténcia dos
individuos portadores de tumores (King et al., 2008). Tém sido realizados multiplos ensaios
com vacinas de células tumorais, vetores virais e células dendriticas. Estas ultimas tém sido
alvo de destaque no tratamento de variados tumores através da sua utilizacdo como APC e como
fonte dos epitopos tumorais a serem apresentados ao sistema imunolégico (Maia & Cardoso,
2012). Bird et al. (2011) testaram uma vacina aut6loga de fusdo de células dendriticas e células
tumorais mamarias cuja administracdo nos linfonodos popliteos de canideos saudaveis levou a
producdo de 1gG que revelaram reconhecer antigénios de células tumorais in vitro. Gentschev
et al. (2009) utilizaram um virus oncolitico que infetou e destruiu linhas celulares de carcinoma
mamario canino, inibiu a proliferagdo tumoral, reduziu o tamanho da neoplasia e replicou-se
em xenotransplante.

A utilizacdo terapéutica do Bacillus Calmette—Guérin, uma estirpe atenuada de Mycobacterium
bovis, foi inicialmente referida por Owen e Bostock em 1974 e tem sido investigada no
tratamento de varios tipos de tumores nomeadamente neoplasias mamarias, carcinomas,
osteossarcomas, linfomas entre outros (Bergman, 2009). Henry et al. (2007) estudaram o uso
experimental de LDI-100 (um produto que contém a estirpe supracitada de M. bovis e
gonadotrofina coridénica humana) comparando-o com a vimblastina no tratamento de cdes com
mastocitoma de grau Il e I11. As taxas de resposta ao tratamento (representadas pela diminuicéo
da dimensao tumoral em >50%) foram superiores com a utilizacdo de LDI-100 (28,6% contra
11,7%) e apresentaram menor neutropénia iatrogénica. A utilizacdo terapéutica de
Corynebacterium parvum em medicina veterinaria tem sido investigada em varios tumores
nomeadamente melanoma e carcinoma mamario (Bergman, 2009).

O derradeiro objetivo da vacinacao ¢ a inducdo de uma resposta imunolégica anti-tumoral que
resulte numa regressdo clinica do tumor e/ou das suas metastases. A resposta a vacinacao pode
demorar meses devido a lenta inducdo caracteristica da resposta adaptativa. O agente
imunoterapéutico ideal sera aquele discrimine entre células tumorais e normais, atinja tanto um
pequeno como um grande nimero de células e tenha a capacidade de prevenir recidivas do

tumor, isto é que seja especifico, sensivel e possua durabilidade (Bergman, 2009).

Quanto a imunoterapia passiva, sdo referidos 3 formas de terapéutica: administracdo de

citocinas, linfocitos T e anticorpos. No primeiro tipo de terapéutica esta descrito o uso de IFN-

a, TNF-a, IL-2 e IL-4 em medicina humana com pouco sucesso terapéutico. Em medicina

veterinaria esta descrito o uso de IL-2 recombinante humana com administracdo local em

papilomas e carcinomas vulvares e carcinoma escamoso ocular em vacas. Um dos principais

problemas deste tipo de terapéutica sdo os seus efeitos tdxicos quando se procede a
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administracdo dos compostos nas doses farmacoldgicas. Quanto a utilizacdo de linfécitos T o
método consiste na ativacdo e desenvolvimento das suas capacidades citotoxicas por exposicao
a IL-2 durante 4 dias e posterior administracdo destas células chamadas de lymphokine-
activated killer (LAK). As células LAK presentes na corrente sanguinea sao constituidas por
40% de células NK e 60% de linfocitos T que libertam LAK-1 como molécula efetora proteica
citotoxica. Esta inducédo de células LAK jéa foi realizada em cdo e em gato (Tizard, 2013).

A terapéutica com anticorpos utiliza anticorpos monoclonais contra antigénios tumorais e
podem ser administrados por si s6 ou juntamente com farmacos citotdxicos ou radioisotopos.
Existe um anticorpo monoclonal canino contra linfocitos T, o CL/MAb231, que apresenta
resultados encorajadores na terapéutica de linfomas em céo (Tizard, 2013).

Os anticorpos monoclonais atuam através de mecanismos que despoletam a apoptose, ativam a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos, bloqueiam recetores de fatores de crescimento
e ativam o complemento. Tem sido registado sucesso clinico na terapéutica com anticorpos
monoclonais contra certos alvos nomeadamente o0 HER-2 com o trastuzumab (King et al.,
2008). Romond et al. (2005) referem uma redugdo em 33% do risco de morte com a utilizagdo
de trastuzumab. Infelizmente, a terapéutica com anticorpos possui algumas limitacoes além do
seu custo. Primeiro, caso 0 sistema imunitario ndo estabeleca uma memoria imunoldgica, €
necessaria a administracao repetida de anticorpos. Depois, 0s proprios anticorpos poderdo ser
imunogénicos (por serem originarios de uma espécie diferente) e causar problemas quando se
repetem as administrac6es. Por Ultimo, os anticorpos apenas reconhecem proteinas especificas
presentes na superficie celular limitando os possiveis alvos (King et al., 2008).

Existem outras estratégias de imunoterapia que sdo instituidas com o objetivo de reverter a
tolerancia imunoldgica ou a imunossupressdo que impedem o desenvolvimento ou a atividade
de respostas T especificas contra o tumor. O bloqueio da proteina reguladora CTLA-4 ou a
eliminacdo/inativacdo de células Treg sdo exemplos deste tipo de terapéutica contudo, o
aparecimento de manifestacbes de autoimunidade costuma estar associado ao efeito anti-
tumoral destas terapéuticas (Maia & Cardoso, 2012) o que sugere uma necessidade de estudos
futuros para tornar a sua aplicabilidade segura.

Apesar do progresso da imunoterapia tumoral, a eficacia clinica permanece limitada e o sucesso
ndo é muito elevado. Foram identificadas vias e células inflamatorias bem como fatores
tumorais que sdo imunossupressivos e prejudicam a resposta eficaz por parte do sistema
imunoldgico a imunoterapia. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) apresentam um
papel amplificador nas varias formas de imunoterapia produzindo efeitos sinérgicos e aditivos
(Hussain et al., 2012). Os AINES s&o uma classe de farmacos utilizados como analgésicos e
antipiréticos. Mais recentemente, tém sido usados e estudados pelas propriedades anti-
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tumorigénicas e quimiopreventivas. O seu mecanismo de acao baseia-se no blogueio da sintese
de prostaglandinas a partir do &cido araquidénico através da inibicdo da atividade da
ciclooxigenase (Liggett, Zhang, Eling & Baek, 2014) que possui duas isoformas a COX-1
implicada na homeostasia e a COX-2 implicada nos processos inflamatérios e na promocéo
tumoral (Hussain et al., 2012). Dentro deste grupo de farmacos, o &cido tolfenamico e o sulfido
de sulindac sdo os mais investigados pelas suas propriedades anti-tumorigénicas (Liggett et al.,
2014). Dai et al. (2006), Ulrich et al. (2006) e Pereg et al. (2005) demonstraram em estudos
clinicos e pré-clinicos o impacto dos AINES, como agente terapéutico Unico ou combinado, na
reducdo do risco de cancro e melhoria da taxa de sobrevivéncia em varios tipos de tumores.
Hussain et al. (2012) conclui que os AINES modulam os efeitos pro e anti-tumorais dos TAM,
aumentam a citotoxicidade mediada por células NK e promovem a proliferacdo e funcdo dos
linfécitos T CD4" e CD8* levando a promocdo da resposta imunoldgica anti-tumoral.
Acrescentam ainda que os AINES apresentam efeitos sinérgicos com diferentes formas de
imunoterapia como as vacinas, a terapéutica com anticorpos monoclonais e citocinas
imunoestimuladoras além de provocarem uma deplecdo de células Treg no microambiente

tumoral.
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IVV. Estudo da resposta inflamatoria em tumores mamarios de
cadela

1. Objetivos do trabalho experimental

A complexa relacdo entre o cancro e a inflamacdo tém sido alvo de investigagcdo desde que
Virchow observou que certos processos cancerigenos se desenvolvem em locais de inflamagéo
cronica. O papel do sistema imunologico no desenvolvimento tumoral tem sido investigado
tanto no Homem como nos animais domésticos, nomeadamente na cadela e na gata.

A contribuicdo da resposta inflamatéria para a promogéo ou controlo das células cancerigenas
é ainda controversa. Nos ultimos anos, tem sido discutido se o sistema imunoldgico promove,
antagoniza ou se € indiferente ao desenvolvimento tumoral. Tem sido procurado atribuir um

valor prognostico aos linfocitos infiltrados no tumor.

O presente estudo teve como objetivos:

= A caracterizacdo histopatoldgica de todas as massas da regido mamaéria obtidas e associa¢cdo
dos tumores mamarios com fatores prognosticos clinicos e anatomopatoldgicos associados
as neoplasias mamarias em cadela;

= Observacdo e caracterizacdo dos focos da resposta inflamatéria associada aos tumores;

» Avaliacdo da marcacdo imunohistoquimica de linfocitos positivos aos anticorpos anti-
PAXS5 e anti-CD3 nos infiltrados linfoides associados aos tumores numa amostragem de 13
carcinomas mamarios caninos previamente selecionados;

= Estabelecimento de uma relacdo entre os dois tipos de imunomarcacao;

= Associacdo dos resultados obtidos com fatores progndsticos clinicos e anatomopatoldgicos
associados as neoplasias mamarias em cadela, tentando inferir sobre fatores determinantes

da resposta inflamatdria no desenvolvimento neoplasico;
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2. Material e métodos

2.1. Amostragem

2.1.1. Recolha e processamento

Foram acompanhados um total de 25 procedimentos cirurgicos realizados na clinica
Alcabidechevet e no Hospital Escolar da FMV-UL no periodo temporal em que o estagio
decorreu.

Através das fichas clinicas de cada animal, foram recolhidos os seguintes dados: raca, idade,
género e estado reprodutivo.

Ap0s excisdo cirurgica do material para analise, este foi colocado em recipiente apropriado com
formol tamponado a 10% durante 24 a 48 horas para fixacao dos tecidos. Depois, 0 material foi
colocado em recipiente com alcool a 70%. As zonas tumorais a analisar foram selecionadas
macroscopicamente por um veterinario patologista (Professor Jorge Correia) e colocadas em
cassetes proprias de acondicionamento para processamento pela equipa técnica do Laboratério
de Anatomia Patol6gica da FMV-UL. Em alguns casos, ap0s a excisao cirurgica, o material foi
imediatamente cortado e colocado em cassetes e s6 ai submetido a fixacéao.

Os fragmentos obtidos foram incluidos em parafina, foram efetuados cortes com micrétomo e

finalmente procedeu-se a coloracao dos cortes com H&E e montagem das lamelas.

2.1.2. Diagndstico e exame histopatologico

Deste processo resultaram 19 amostras com origem nos linfonodos mamaérios e 49 amostras
com origem na regido da glandula mamaria cuja classificacao histoldgica e grau de malignidade
se encontram descritos na Tabela 5. A classificacdo histoldgica seguiu os critérios da OMS
(Misdorp et al., 1999).

A partir da anélise do material obtido foi possivel identificar: o numero e tamanho das lesdes,
glandulas afetadas, presenca de ulceracdo, necrose, células inflamatdrias, permeacéo vascular,
calcificacdo, diferenciacdo mesenquimatosa benigna (cartilaginea ou éssea) e metastizagéo nos
linfonodos mamarios.

Os tumores que apresentam zonas de células tumorais com diferenciacdo mesenquimatosa
benigna de tipo cartilagineo ou 6sseo podem apresentar comportamento diferente dos que ndo
apresentam qualquer tipo de diferenciacdo desse género. Desta forma, é importante o estudo
comparativo entre as diferentes situacfes. Segundo a classificacdo de Goldschmidt et al. (2011),
estes carcinomas constituem um tipo histoldgico, ndo obstante, tendo sido utilizada a
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classificacdo de Misdorp et al. (1999), os termos “misto” ou “carcinoma misto” foram utilizados
para identificar os casos nos quais se verificaram zonas do tumor com células tumorais com

diferenciacdo mesenquimatosa benigna do tipo cartilagineo ou 6sseo.

Tabela 5 - Classificacao histologica, frequéncia absoluta e grau de malignidade das 49 massas
da regido mamaria recolhidas.

Classificacdo histoldgica FA Grau de malignidade
| 1 Il
CMS Sdélido 2 - - 2
CMS Tubular 11 4 5 2
CMS Tubulo-papilifero 2 - 2 -
CMS Tubulo-papilifero quistico 7 - 5 2
Zé Malignos  CMC Solido 1 - i 1
é CMC Tubular 5 4 1 i
8 CMC Tubulo-papilifero 3 1 1 1
§ CMC Tubulo-papilifero quistico 3 1 2 -
a CM de células escamosas 1 - - 1
AMC Tubular 4
Benignos  AMS Tubular 1 NA
Fibroadenoma tabulo-papilifero 1
Malignos Mastocitoma cutaneo 1 - 1 -
S g Hemangiossarcoma 1 NA
g g Benignos Lipoma ? NA
Epitelioma intracutaneo queratinizante 1
Lesdes nao Hiperplasia fibroadenomatosa 2 NA
neopléasicas Quistos foliculares cutaneos 1
Total 49

Legenda: FA — Frequéncia absoluta; CMS — Carcinoma mamario simples; CMC — Carcinoma mamario
complexo; CM — Carcinoma mamario; AMC — Adenoma mamario complexo; AMS — Adenoma
mamario simples; NA — N&o aplicavel.
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2.2. Imunohistoquimica

2.2.1. Selecdo das amostras para imunohistoquimica

O primeiro critério de selecdo das amostras a submeter a IHQ foi a reunido das condicdes de
fixacdo supramencionadas, em caso de ndo cumprimento, as amostras foram eliminadas das
hipGteses selecionaveis.

O segundo critério de selecdo foi fundamentado pelas observacfes resultantes da avaliacdo
histopatoldgica dos tumores mamarios. Durante a referida avaliacao, foi observada a presenca
ou auséncia de infiltrado inflamatorio linfoide associado ao tumor. Foram consideradas 4
categorias semi-quantitativas de forma a quantificar o infiltrado linfoide em ausente, escasso,
moderado ou abundante. As amostras nas quais os infiltrados se classificaram como ausentes
ou escassos foram excluidas sendo selecionadas aquelas que apresentavam infiltrados
moderados e abundantes.

Nos casos com presenca de células inflamatérias linfoides foram ainda observados alguns
padrbes preferenciais de distribuicdo do infiltrado linfoide no tumor que ndo constituiram
qualquer critério de selecdo: perivascular, marginal (nas margens tumorais e estroma adjacente)
e intra-tumoral (na parte central do tumor)

Desta forma, as amostras que seguiram para estudo imunohistoquimico corresponderam a 13
carcinomas mamarios, provenientes de 13 animais diferentes, com os seguintes tipos
histoldgicos: carcinoma de células escamosas, CMS tubulo-papilifero quistico, CMC tubular,
CMC tubulo-papilifero quistico, CMS tubular e CMS s6lido. Com esta sele¢do procurou-se que
a amostragem fosse representativa dos diferentes tipos histologicos dos tumores mamarios
caninos.

Apos a selecdo dos casos, foram realizados cortes seriados e, posteriormente, procedeu-se a
montagem de dois cortes por cada caso de forma a permitir imunomarcacdes com cada um dos

anticorpos.

2.2.2. Protocolo utilizado

Foi realizado um protocolo que variou apenas quanto ao anticorpo primario como se pode aferir
na Tabela 6.

A técnica teve inicio com a desparafinacdo através da colocacdo das ldaminas em xilol, seguiu-
se a reidratacdo dos cortes por incubacao das laminas em tinas com concentragdes decrescentes
de alcool. No fim foram colocadas numa tina com agua destilada durante 5 minutos. No

decorrer do procedimento supracitado, preparou-se o tampéo de lavagem PBS (tampao fosfato-
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salino) com pH compreendido entre 7.2 e 7.4. Este tampé&o foi utilizado para as lavagens das
laminas entre 0s passos seguintes.

Posto isto, procedeu-se a recuperacdo antigénica que foi realizada em tampé&o comercial com
pH 9.0, em micro-ondas, durante 5 minutos a 900W seguidos de 15 minutos a 600W. Seguiu-
se um periodo de arrefecimento gradual a temperatura ambiente.

Antes da aplicacdo do reagente, foi utilizada uma caneta de tinta hidrofébica Novocastra ™
Reagent Novopen (Leica Biosystems) para delimitar a area na qual se aplicou a solucéo. Depois,
realizou-se o bloqueio de proteinas com a solucéo Protein Block (kit Novocastra ™ Novolink
™ Max Polymer Detection System - Leica Biosystems). Este passo teve como objetivo o
bloqueio dos locais de ligacéo inespecifica. As laminas ficaram a incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

No passo seguinte aplicou-se o anticorpo primario. Neste estudo foram utilizados 2 anticorpos
diferentes: anti-PAX5 e anti-CD3. Os anticorpos sofreram diluicdo na proporcdo mencionada
na Tabela 6 com a solucdo Antibody Diluent (Leica Biosystems). O tempo de incubacéo foi de
60 minutos a temperatura ambiente.

Seguiu-se a inibicdo da atividade da peroxidase enddgena com a solucdo Peroxidase Block (kit
Novocastra ™ Novolink ™ Max Polymer Detection System - Leica Biosystems) durante 5
minutos & temperatura ambiente. Para as laminas a marcar com o anticorpo anti-PAX5, a
utilizacdo de peroxido de hidrogénio para bloqueio da peroxidase enddgena tem demonstrado
um efeito prejudicial no epitopo reconhecido pelo Clone 1IEW. E essencial que o bloqueio seja
realizado apds a aplicacdo e incubacdo do anticorpo primario com solugdes de metanol e
peroxido de hidrogénio em concentracdo ndo superior a 3% caso contrario a intensidade da
marcacao sera reduzida.

O passo seguinte compreendeu a incubacdo dos tecidos com o reagente Post Primary (kit
Novocastra ™ Novolink ™ Max Polymer Detection System - Leica Biosystems) durante 30
minutos, a temperatura ambiente.

Foi depois aplicado o anticorpo secundario Novolink Polymer (kit Novocastra ™ Novolink ™
Max Polymer Detection System - Leica Biosystems) que permaneceu a incubar durante 30
minutos, a temperatura ambiente.

Seguidamente foi aplicada uma solugdo cromogénica com diaminobenzidina (DAB) a DAB
Chromogen (kit Novocastra ™ Novolink ™ Max Polymer Detection System - Leica
Biosystems), durante 5 minutos. Apos este passo, as laminas foram lavadas em agua corrente e

contrastadas com Hematoxilina de Mayer durante 30 segundos.
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No fim, as laminas foram imersas em agua destilada, os cortes sofreram desidratacédo atraves
da passagem das laminas por tinas com concentragdes crescentes de etanol finalizando numa

imersdo em xilol. As lamelas foram montadas com Entellan® sobre as laminas.

Tabela 6 - Caracterizacdo dos anticorpos primarios utilizados e protocolo realizado.

Anticorpo Diluicio Células a Tipo de Controlo  Recuperagéo
primario identificar marcagao positivo antigénica
Linfoides
Anti-PAX5 pro-B Tampao
Clone 1IEW 1/120 pré-B Nuclear comercial
(LeicaBiosystems) Blasticas B pH9.0
Maduras B Tonsila ~ Mw: 900W
de céo 5min.
Anti-CD3 Citoplasma +
Policlonal 1/380  Linfocitos T e/ou 600W 15
(Dako) Membrana min.
celular

Legenda: Mw — Micro-ondas; W — Watt.

As células identificadas através de imunohistoquimica foram classificadas como células com
marcacdo positiva ao anticorpo em questdo (anti-CD3 ou anti-PAX5) em vez de classificadas
como linfocitos T ou B. A presencga do complexo CD3 verifica-se em todos os estadios da célula
T (Tizard, 2013) sendo o antigénio detetavel nos timdcitos precoces ao nivel citoplasmatico e,
com a maturacdo celular, ao nivel membranario. Independentemente do estadio de maturacéo
em que o linfdcito T se encontra, este sera identificado pela imunomarcacédo. Pelo contrério, o
complexo PAX-5 é um fator de transcri¢do nuclear especifico cuja expressdo nos linfocitos B
tem inicio nas células imaturas, ocorrendo em todos os estadios da célula a excecéo da fase de
plasmécito, na qual deixa de ser expresso (Desouki, Post, Cherry & Lazarchick, 2010. Assim,
contrariamente ao que acontece com a marcacgao dos linfécitos T com o anticorpo anti-CD3,
ndo é possivel identificar todas as celulas pertencentes a linhagem B com o anticorpo anti-
PAXS.
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2.2.3. Método de contagem das células linfoides marcadas por imunohistoquimica

A contagem das células foi realizada a partir de fotografias digitais (ampliacdo x400) obtidas
através da utilizacdo da camara digital Olympus DP21 Digital Camera e do microscépio 6tico
Olympus BX-51. O software de contagem utilizado foi o ImageJ 1.47v®.

As fotografias foram realizadas a partir dos campos onde se observou maior densidade de
células com marcacédo positiva. Os campos foram selecionados de forma a ndo apresentarem
espagos vazios, pregas, grandes vasos ou sinais de necrose.

Apesar da observacédo de padrdes preferenciais de distribuicdo do infiltrado linfoide no tumor,
no processo de selecdo dos campos a fotografar para contagem néo se procedeu a diferenciacéo
pelos locais referidos. Independentemente do padrdo de distribuicdo, os campos foram
fotografados desde que fossem considerados campos de maior densidade de células marcadas.
Né&o foram contadas as células ndo linfoides tais como células tumorais ou outras populagdes
celulares inflamatorias. As células que ndo se apresentavam na sua totalidade no interior da foto
foram rejeitadas. Foram somente contadas as células com marcacéo indiscutivelmente positiva
ou negativa. As células que apresentavam marcacgdo duvidosa ndao foram incluidas na contagem.

A contagem foi realizada apenas pela autora de forma a uniformizar a técnica.

Apds as consideracBes supramencionadas foi contado, em cada um dos casos, um valor minimo
de 1000 células linfoides (positivas e negativas).

Para tal, foram fotografados no minimo 6 campos distintos, ndo sobrepostos de forma a evitar
a repeticao da contagem das mesmas células. Tendo em conta a variacao da densidade de células
linfoides consoante o carcinoma e sendo necessario um minimo de 1000 células contadas foi
indispensavel, em alguns casos, fotografar campos adicionais para perfazer o ndmero

necessario de células linfoides. O nimero de fotografias complementares variou entre 1 e 6.

2.2.4. Auvaliacdo dos resultados obtidos pela técnica de imunohistoquimica

Os resultados da marcagdo por imunohistoquimica foram avaliados, apos a contagem, através
de dois parametros: a percentagem de células com imunomarcacéo positiva para cada anticorpo
e a densidade linfocitaria (numero de células marcadas como positivas para cada
imunomarcador por unidade de area).

A percentagem de células com imunomarcacdo positiva para cada anticorpo foi calculada

Numero de células com imunomarcagio positiva (anti-CD3 ou anti-PAXS)

atraveés de: x100.

Pelo menos 1000 células linfoides (positivas e negativas)
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Para calcular o parametro que a autora denomina de “densidade linfocitaria” foi utilizada a
seguinte formula: somatorio das células com marcacao positiva contadas em 6 fotografias/6.
A unidade de area considerada corresponde a &rea de uma fotografia (ampliacéo x400).

Como acima referido, o numero de fotografias tiradas para perfazer a contagem de pelo menos
1000 celulas linfoides variou consoante o caso. Com o intuito de uniformizar o nimero de
fotografias utilizadas para a avaliagdo da densidade linfocitaria foi adotado o numero de 6
fotografias para cada caso.

Para determinar o valor de células positivassmm? foi primeiro calculada a area de cada

fotografia em mm? (180um x 135,65um = 24417,39um? = 0,02mm?) e depois aplicada a

Somatoério das células positivas encontradas em 6 fotografias/6
0,02 '

seguinte formula:

Adicionalmente foi calculado o récio entre os valores obtidos para a densidade linfocitaria para

cada imunomarcagao.

2.3. Analise estatistica

Para realizagdo da andlise estatistica utilizaram-se os seguintes softwares: Microsoft Office

Excel® 2013 e IBM SPSS Statistics® 22,

O teste exato de Fisher foi utilizado para aferir a significancia das associa¢cdes presuntivas entre

as variaveis categoricas determinadas na analise histopatolégica das laminas.

Foi aplicada a correlacdo de Spearman de forma a investigar as associagdes entre:

= Os valores da percentagem de células positivas ao anticorpo anti-CD3 versus valores da
percentagem de células positivas ao anticorpo anti-PAXS5;

= Qs valores da densidade linfocitaria de células positivas ao anticorpo anti-CD3 versus
valores da densidade linfocitaria de células positivas ao anticorpo anti-PAXS5;

= Os valores da percentagem de células positivas ao anticorpo anti-CD3 versus racios dos
valores da densidade linfocitéria;

= Os valores da percentagem de células positivas ao anticorpo anti-PAX5 versus racios dos
valores da densidade linfocitéaria.

Para a avaliar a associacdo entre os parametros clinicos e anatomopatoldgicos e os resultados

obtidos no estudo imunohistoquimico do infiltrado linfoide foram utilizados os testes de Mann

Whitney-U e de Kruskal-Wallis.

Todos os valores médios séo apresentados como valor médio + desvio padrao.

Em todos os testes foi utilizado o nivel de significancia de 0,05.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo das variaveis clinicas e anatomopatoldgicas da popula¢do com
patologia mamaria

3.1.1. Caracterizacdo e distribuicdo etaria, racica e do estado reprodutivo das cadelas
com patologia mamaria

Primeiramente € necessario referir que neste trabalho foram incluidos 25 canideos, todos
fémeas. No que concerne a idade das cadelas com patologia mamaria o valor médio foi de 10,12
+ 2,37 anos. A cadela mais jovem apresentava a idade de 6 anos e a cadela mais velha 15 anos.
As ragas puras constituiram 44% da amostra identificando-se as seguintes ragas: Caniche,
Pastor Alemao, Basset Hound, Golden Retriever, Pit Bull e Teckel. Destas, a raga Caniche com
20% dos casos e a raga Pastor Alemdo com 8% foram as mais representadas. A maioria dos
animais da amostra foi constituida por animais de raca indeterminada que perfizeram 56% do
total dos 25 individuos.

Quanto ao estado reprodutivo apenas 9 (36%) das 25 cadelas foram sujeitas a OVH no periodo
temporal precedente a cirurgia.

3.1.2. Caracterizacdo e distribuicdo da patologia com origem na regido da glandula
mamaria

Em relacdo a caracterizacdo e distribuicdo do tipo de patologia presente na regido da glandula
mamaria verificou-se a existéncia de situacfes de neoplasias malignas e benignas com origem
na glandula mamaria, neoplasias malignas e benignas de origem ndo mamaria e processos
patoldgicos ndo neoplasicos.

Na Figura 3 e Gréafico 1 encontra-se a caracterizacao e distribuicdo da patologia presente.
Verificou-se que as alteracfes neoplasicas sdo as mais comuns, com 46 casos perfazendo
93,88% do total considerado. As alteragdes ndo neoplésicas resumem-se a 3 casos (6,12%) com
duas situacdes de hiperplasia fibroadenomatosa e uma de quistos foliculares cutaneos. Quanto
as alteracdes neoplasicas, aquelas com origem mamaria predominam com 41 casos (83,67%) e
as neoplasias de origem ndo mamaria sao representadas por apenas 5 casos (10,2%), 3 benignos
(dois lipomas e um epitelioma intracutaneo queratinizante) e 2 malignos (um mastocitoma e
um hemangiossarcoma). Na totalidade de neoplasias de origem mamaria, 35 (71,43%) eram

malignas e 6 (12,24%) benignas.
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Figura 3 — Caracterizacao e distribuicdo dos processos patolégicos presentes na regido da
glandula mamaria.

Processos patoldgicos
(49;100%)

y

Neoplésicos
(46; 93,88%)

N&o neoplasicos
(3; 6,12%)

‘

Origem mamaria

Origem ndao mamaria

\

\

(41; 83,67%) (5; 10,2%)
Benigno Maligno Benigno Maligno
(6; 12,24%) (35; 71,43%) (3; 6,12%) (2; 4,08%)

Legenda: entre paréntesis encontram-se a frequéncia absoluta e a frequéncia relativa com os valores em
percentagem.

Gréfico 1- Caracterizacdo e distribuicdo dos processos patoldgicos presentes na regido da

glandula mamaria.
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3.1.3. Caracterizacgdo das neoplasias de origem mamaria

Neste ponto referem-se somente as 41 neoplasias de origem mamaria. As 49 amostras iniciais
com origem na regido da glandula mamaria foram excluidas as lesdes ndo neoplésicas e as

neoplasias de origem ndo mamaria.
3.1.3.1. Classificacdo histologica (n=41) e grau de malignidade (n=35)

De entre os tipos histologicos observados, salientam-se 0s carcinomas mamarios simples
(CMS) tubulares como o grupo com maior peso representando 26,83% do total considerado.
Séo seguidos pelos CMS tabulo-papiliferos quisticos com 7 casos (17,07%). No que diz
respeito aos tumores benignos destaca-se a presenca dos 4 casos de adenomas mamarios
complexos (AMC) tubulares (9,76%). No Gréafico 2 encontra-se a distribuicdo das neoplasias
de origem mamaria consoante a sua classificacdo histologica.

Relativamente as 35 neoplasias mamarias malignas identificadas, todas elas foram classificadas
como carcinomas. No que concerne ao seu grau de malignidade, o grau Il foi predominante
perfazendo 45,71% do total dos 35 carcinomas, seguido do grau | com 28,57% e do grau Ill
com 25,71%. Todos os carcinomas de células escamosas e solidos apresentaram grau Ill, a
maioria dos carcinomas tubulares grau | e dos tabulo-papiliferos grau Il. Foi identificada uma
associacao estatisticamente significativa (p=0,007; n=35) entre o subtipo histoldgico e o grau
de malignidade tumoral (Anexo 1).

Gréafico 2 — Distribuicdo das neoplasias de origem mamaria segundo a sua classificacdo
histoldgica.

CMS Tubular

CMS Tubulo-papilifero quistico
CMC Tubular

AMC Tubular

CMC Tubulo-papilifero quistico
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Fibroadenoma Tubulo-papilifero
CMC Solido

CM de células escamosas

AMS Tubular

o
()]
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FR (%) ®FA

Legenda: CMS — Carcinoma mamario simples; CMC — Carcinoma mamario complexo; AMC — Adenoma
mamario complexo; CM — Carcinoma mamario; AMS — Adenoma mamario simples; FR — Frequéncia
relativa; FA — Frequéncia absoluta.
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3.1.3.2. Tamanho tumoral (n=41)

No que concerne ao tamanho tumoral, foi calculado o valor médio do eixo-maior das leses
para 0s 41 processos neoplésicos com origem na glandula maméria. Os dados encontram-se
resumidos na Tabela 7. Foram ainda consideradas trés categorias consoante as dimensfes
tumorais especificadas na Tabela 8. Foi identificada uma associacdo estatisticamente
significativa (p=0,006, n=41) entre os carcinomas e adenomas mamarios simples versus
complexos e o tamanho tumoral. Quando considerados apenas 0s carcinomas, verificou-se uma
associacdo semelhante (p=0,046, n=35) (Anexo 1). Em ambas as associacdes foi verificado que
as neoplasias simples apresentavam maior dimensdo. Foi encontrada outra associacdo
estatisticamente significativa (p=0,025, n=35) entre o grau de malignidade dos carcinomas e o
tamanho tumoral (Anexo 1). Dentro das lesdes de maior dimenséo, 3 eram de grau Il e 4 de
grau Il ndo apresentando um Unico caso de grau I. Os carcinomas mais pequenos

apresentavam-se distribuidos pelas trés categorias de malignidade.

Tabela 7- Caracterizacdo da dimenséo do eixo-maior dos tumores mamarios.

Valor médio do Valor maximodo  Valor minimo do
eixo-maior (cm) eixo-maior (cm) eixo-maior (cm)

Tumores mamarios (n=41) 2,74 £ 2,57 10 0,2

Tumores mamarios 3,02 + 2,66 10 0,2

malignos (n=35)

Tumores mamarios 1,1 +0,98 3 0,4

benignos (n=6)

Legenda: n — NUmero de casos.

Tabela 8- Distribuicdo dos tumores mamarios pelas categorias de tamanho.

Categorias de tamanho FA FR (%)
T1 (<3cm) 27 65,85%
T2 (3-5cm) 7 17,07%
T3 (>5cm) 7 17,07%
Total 41 100%

Legenda: FA — Frequéncia absoluta; FR — Frequéncia relativa.
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3.1.3.3. Numero tumores mamarios por animal e sua distribuicdo pelas glandulas mamarias
(n=41)

O namero médio de tumores de origem mamaria (benignos e malignos) por animal foi de 1,86
+ 1,96. O nimero maximo de tumores presentes no mesmo animal foi de 10 e o minimo de 1

(Figura 4). A moda foi de um tumor mamario por cadela.

Figura 4- Lesdes mamarias de animais incluidos neste estudo.

No que respeita a localizacdo anatomica das mamas lesadas, verificou-se uma diversidade
acentuada com lesGes identificadas em todas as mamas e, em varios casos, afetando duas
glandulas em simultaneo.

Em relacdo a distribuicdo das neoplasias, a cadeia mamaria esquerda foi a mais afetada
apresentando 24 das 41 amostras tumorais de origem mamaria. Quanto a distribuicdo por
glandula, a mama E4 (abdominal caudal esquerda) e E3 (abdominal cranial esquerda) foram as
mais afetadas constituindo respetivamente 19,51% e 9,76% do total. Quando considerando
somente as 35 neoplasias malignas de origem mamaria, a glandula E4 foi a mais afetada
(17,1%). No Grafico 3 encontra-se a distribui¢cdo dos tumores mamarios segundo a localizacéo

das lesOes observadas.
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Grafico 3- Distribuicdo dos tumores mamarios consoante a localizacdo da lesao.
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3.1.3.4. Presenca de ulceragéo, calcificacdo, necrose, diferenciacdo mesenquimatosa
benigna, permeacdo vascular e metastizacdo nos linfonodos (n=41)

A presenca de ulceracdo, calcificagdo, necrose, permeacdo vascular e metastizacdo nos
linfonodos ndo foram achados muito frequentes na amostra. Relativamente a necrose (Figura
5) foi encontrada em 4 casos (9,76%). Foi encontrada calcificacdo distréfica num caso de
carcinoma simples de grau Il e a presenca de ulceracdo (Figura 5) foi observada apenas em 2
casos (4,88%). Tanto a presenca de permeagdo vascular como a presenca de metastizacdo ao
nivel do linfonodo mamario foram diagnosticadas apenas num caso (Figura 6). A observacao
de diferenciacdo mesenquimatosa benigna (cartilaginea ou 6ssea) verificou-se em 8 casos
perfazendo 19,51% da amostra considerada.

Figura 5 — Les0Oes de ulceragéo e necrose.

egenda:

A — Carcinoma simples tubulo-papilifero quistico de grau 1l com lesdo de ulceracdo (H&E, x40).

B — Carcinoma simples tubular de grau Il no qual se observa necrose e polimorfonucleares neutrofilos
junto as células tumorais (seta) (H&E, x100).
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Figura 6- Permeacdo vascular e metastizacéo regional.

Legenda:
A — Carcinoma simples tubulo-papilifero quistico de grau Il com permeacao vascular (H&E, x100).
B — Linfonodo mamario com leséo de metastizag&o de carcinoma mamario (H&E, x40).
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3.2. Estudo da resposta inflamatéria em tumores mamarios de cadela

3.2.1. Estudo da resposta inflamatéria presente nas laminas com coloracdo H&E (n=41)

Parte do estudo da resposta inflamatéria foi realizada durante a analise histopatoldgica das
laminas com coloracdo H&E. Foram identificadas diferentes populagdes celulares inflamatorias
que infiltravam os tumores. Os linfécitos, identificados pelas particularidades morfolégicas,
caracterizaram-se pelo elevado nimero em infiltrados facilmente observaveis. As distribui¢cdes
do infiltrado linfoide foram caracterizadas como perivascular, marginal e na parte central do
tumor ou intra-tumoral (Figura 7). A observacdo dos linfocitos localizados entre as células

tumorais foi facilitada com a utilizacéo da técnica de imunohistoquimica.

Figura 7- Locais de distribui¢do do infiltrado linfoide.

Legenda:
A - Carcinoma mamario de células escamosas de grau Il com infiltracdo linfoide entre dois nédulos
tumorais (seta) (H&E, x40).

B- Carcinoma complexo tubular de grau | com infiltracdo (seta) a periferia do tumor (H&E, x100).

C - Carcinoma simples tubulo-papilifero quistico de grau Il com infiltracdo linfoide a periferia do tumor
(seta) junto a vasos linfatico (pontas de seta) (H&E, x100).

D- Carcinoma complexo tubular de grau Il com infiltragdo linfoide perivascular (setas). Observam-se
alguns vasos (pontas de seta) a periferia do tumor (H&E, x100).
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A presenca de infiltrado linfoide registou-se em 21 (51,22%) dos 41 tumores mamarios
considerados. Como ja referido, foram estabelecidas 4 categorias semi-quantitativas de forma
a quantificar o infiltrado linfoide: ausente, escasso, moderado e abundante. Os casos sem
infiltrado perfizeram 48,78% do total. Seguiram-se 11 casos (26,83%) com infiltracéo
moderada, 7 (16,66%) com infiltrado escasso e 3 (7,32%) com infiltrado abundante. O Gréafico

4 representa a distribuicdo consoante as categorias estabelecidas.

Gréfico 4- Distribuicdo de acordo com as categorias de quantificacdo do infiltrado linfoide.
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Além dos linfdcitos, foram identificadas outras células inflamatdrias que infiltravam os
processos neoplasicos de origem mamaria como os polimorfonucleares neutrofilos (observados

anteriormente em conjunto com lesdes de necrose celular), macréfagos e mastécitos.
A presenca de macrofagos (Figura 8) foi identificada em 4 carcinomas (9,76%) e, em dois casos

de carcinoma mamério simples tabulo-papilifero quistico de grau Il, foi observada reacdo

inflamatdria granulomatosa com granulomas organizados (Figura 8).
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Figura 8- Presenca de macréfagos e granulomas organizados em carcinomas mamarios.

Legenda:

A- Carcinoma simples tubulo-papilifero quistico de grau Il com a presenca de macrofagos (H&E, x400).
B- Carcinoma simples tabulo-papilifero quistico de grau Il com granuloma organizado (ponta de seta)
a rodear as células tumorais (seta) (H&E, x100).

A observagdo de mastocitos foi verificada num caso de carcinoma mamario complexo solido
de grau Il de malignidade. Para observacdo destas células, além da coloracdo H&E, foi
adicionalmente realizada a coloragéo de Azul de Toluidina (Figura 9).

A presenca de polimorfonucleares eosinofilos foi verificada num Unico caso correspondente a
um mastocitoma de grau Il de malignidade considerado como processo neoplasico de origem
ndo mamaria. Verificou-se a presenca de infiltrado linfo-histo-plasmocitario numa lesdo nao

neoplasica de hiperplasia fibroadenomatosa.

Figura 9- Presenca de mastocitos em carcinoma mamario.

Legenda:
Carcinoma mamario complexo sélido de grau 1| com mastécitos (setas) com distribuicdo difusa entre as
células tumorais epiteliais (Azul de Toluidina, x400).
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3.2.2. Estudo do infiltrado linfoide em carcinomas mamarios caninos por
imunohistoquimica (n=13)

3.2.2.1. Imunomarcacéo dos anticorpos anti-CD3 e anti-PAX5

No que concerne aos resultados obtidos apds submisséo das ldaminas selecionadas a técnica de
IHQ foi verificada marcacdo positiva em todos os infiltrados linfoides dos carcinomas
mamarios incluidos na amostra. A confirmacdo da marcacao positiva é conseguida através da
observacdo da presenca de coloragdo castanha nas células. Os padrdes de marcagdo observados
variaram consoante o anticorpo utilizado, assim, o anticorpo anti-CD3 originou um padréo de
marcacdo membranario e/ou citoplasmatico e o anticorpo anti-PAX5 exclusivamente nuclear.
Foram observados 3 tipos principais de distribuicdo do infiltrado linfoide: perivascular,
marginal e intra-tumoral. Nas Figuras 10 e 11 encontram-se exemplos das marcagdes obtidas
bem como das diferentes distribuicGes observadas.

Os valores das percentagens de células com marcacéo positiva para cada anticorpo encontram-
se referidos na Tabela 9. Foi investigada a correlagdo entre as percentagens de células positivas
ao anticorpo anti-CD3 versus percentagens de células positivas ao anticorpo anti-PAX5 que

ndo se revelou significativa para o nivel de significancia de 5% (Anexo 2).

Tabela 9 — Valores da percentagem de células com marcacdo positiva para cada anticorpo.

Grau de Células anti-CD3  Células anti-PAX5
Classificacdo histologica
malignidade positivas positivas

CMS tubular i 83,75 54,64
CMS tabulo-papilifero ] 67,13 51,90
CM de ceélulas escamosas i 56,69 69,80
CMS tabulo-papilifero ] 67,23 68,62
CMC tubular* I 69,94 69,44
CMS tubular* I 53,15 64,86
CMC tubular I 61,96 69,95
CMS sélido i 71,31 75,54
CMC tabulo-papilifero* ] 53,98 72,88
CMS s6lido i 81,13 53,75
CMC tubular* I 73,15 59,98
CMS tabulo-papilifero Il 77,45 65,93
CMS tubular I 65,81 35,41

Legenda: CMS — Carcinoma mamario simples; CM — Carcinoma mamario; CMC — Carcinoma mamario

complexo; * — Carcinoma misto (presenca de diferenciacdo mesenguimatosa benigna).
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Figura 10- Imunomarcacao com o anticorpo anti-CD3.

A- Carcinoma simples sélido de grau Il com infiltrado linfoide intratumoral e no estroma tumoral (anti-CD3,
Hematoxilina de Mayer, x100).

B- Carcinoma simples solido de grau Il com infiltrado linfoide intratumoral e no estroma tumoral (anti-CD3,
Hematoxilina de Mayer, x100).

C- Carcinoma simples tubular de grau Il com infiltrado linfoide a periferia tumoral e intra-tumoral (anti-CD3,
Hematoxilina de Mayer, x100).

D- Carcinoma simples tubular de grau Il com infiltrado linfoide perivascular arterial a periferia tumoral (anti-
CD3, Hematoxilina de Mayer, x100).

E- Carcinoma simples tubular de grau 1l com infiltrado linfoide intra-tumoral (anti-CD3, Hematoxilina de
Mayer, x400).

F- Carcinoma complexo tubulo-papilifero quistico de grau Il com infiltrado linfoide intra-tumoral (anti-CD3,
Hematoxilina de Mayer, x400).
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Figura 11- Imunomarcagdo com o anticorpo anti-PAXS5.

2e N O
”:. A' > -
s i b
1 >, o
s ,1’."—%»&.‘.
s g Teii—————ad
- T L 4

\

A- Carcinoma simples solido de grau Il com infiltrado linfoide a periferia e intra-tumoral (anti-PAXS5,
Hematoxilina de Mayer, x40).0

B- Carcinoma simples sélido de grau I11 com infiltrado linfoide intra-tumoral (anti-PAX5, Hematoxilina de Mayer,
x400).

C- Carcinoma simples tubular de grau Il com infiltrado linfoide a periferia tumoral (anti-PAX5, Hematoxilina de
Mayer, x100).

D- Carcinoma complexo tabulo-papilifero quistico de grau Il com infiltrado linfoide & periferia tumoral,
perivascular (anti-PAX5, Hematoxilina de Mayer, x100).

E- Carcinoma complexo tGbulo-papilifero quistico de grau Il com infiltrado linfoide a periferia tumoral,
perivascular (anti-PAX5, Hematoxilina de Mayer, x100).

F- Carcinoma simples tubulo-papilifero quistico de grau Il com infiltrado linfoide perivascular (anti-PAXS5,
Hematoxilina de Mayer, x400).
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3.2.2.2. Densidade linfocitaria (células positivas/UA)

Os resultados obtidos para a densidade linfocitaria (células positivas/UA) e o racio calculado
entre os valores da densidade para cada anticorpo encontram-se descritos na Tabela 10. Os
valores de células positivas/mm? encontram-se em Anexo 3.

No conjunto dos tumores analisados, verificou-se um valor médio de 101,45+28,74 células
positivas para o anticorpo anti-CD3/UA e 112,46+41,55 células positivas para o anti-
PAX5/UA.

Tabela 10- Resultados obtidos para a quantificacdo da densidade linfocitéria.

Classificacao Grau de Densidade linfocitaria
histologica malignidade

Células positivas’lUA  Récio células positivas/UA

Anti-CD3  Anti-PAX5  Anti-CD3 Anti-PAX5
Anti-PAX5 Anti-CD3

CMS tubular Il 124,00 88,17 1,41 0,71
CMS tubulo- I 87,67 76,17 1,15 0,87
papilifero

CM de células " 89,33 121,33 0,74 1,36
escamosas

CMS tabulo- I 106,83 113,17 0,94 1,06
papilifero

CMC tubular I 104,17 103,50 1,01 0,99
CMS tubular I 78,83 143,33 0,55 1,82
CMC tubular I 106,17 140,83 0,75 1,33
CMS solido " 142,50 215,17 0,66 1,51
CMC tabulo- I 44,83 109,33 0,41 2,44
papilifero

CMS solido " 143,33 120,67 1,19 0,84
CMC tubular I 91,67 105,17 0,87 1,15
CMS tabulo- " 129,33 87,67 1,48 0,68
papilifero

CMS tubular I 70,17 37,67 1,86 0,54

Legenda: UA — Unidade de area; CMS — Carcinoma mamario simples; CMC — Carcinoma
mamario complexo; CM — Carcinoma mamario.
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Foi investigada a correlacdo entre os valores da densidade linfocitaria de células positivas ao
anticorpo anti-CD3 versus valores da densidade linfocitaria de células positivas ao anticorpo
anti-PAXS5 que ndo se verificou significativa para o nivel de significancia de 5% (Anexo 2).

Foram realizadas varias correlagcdes entre os valores da percentagem de células positivas e o
racio dos valores da densidade linfocitaria (Anexo 2). Na Tabela 11 encontram-se 0s resultados

obtidos.

Tabela 11 — Resultados obtidos nas correlagdes realizadas entre os valores da percentagem de

células positivas e o racio dos valores da densidade linfocitaria.

Resultados (n=13)

% células Células positivas/UA p de .
- o Valor de p Comentério
positivas (valor do racio) Spearman
Correlagéo positiva
Anti-CD .
11F1—C3 0,621 p<0,05 estatisticamente
Anti-PAX5
) significativa.
Anti-CD3 _ i
Correlacéo negativa
Anti-PAX .
LS -0,621 p<0,05 estatisticamente
Anti-CD3
significativa.
Correlacdo negativa
Anti-CD .
Lm -0,725 p <0,05 estatisticamente
Anti-PAXS
. significativa.
Anti-PAX5 __
Correlacao positiva
M 0,725 p <0,05 estatisticamente
Anti-CD3

significativa.

Legenda: n — NUmero de casos; UA — Unidade de area; p - Nivel de significancia estatistica.
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3.2.2.3. Caracterizacdo das varidveis clinicas e anatomopatolégicas da amostra estudada e
associacao estatistica com a densidade linfocitéria

Para caracterizacdo da amostra aferiu-se que a média de idades das 13 cadelas incluidas neste
estudo foi de 11,15+2,76 anos, com um intervalo de idades compreendido entre os 6 e 0s 15
anos. No que diz respeito a raca, a maioria dos animais (69,23%) foram identificados como raga
indeterminada. As ragas puras perfizeram 30,77% dos casos com 3 animais de raga Caniche e
1 animal de raca Teckel. Quanto ao estado reprodutivo, apenas 4 cadelas (30,77%) tinham sido
sujeitas a OVH no periodo temporal anterior a excisdo cirdrgica do tumor.

Foram identificadas 8 lesdes (61,64%) ao nivel da cadeia mamaria direita. Dessas lesdes, 3
tumores (23,08%) estavam localizados ao nivel da mama D2 (mama toracica caudal direita).
Os tumores estudados apresentaram um valor médio do seu eixo-maior de 2,73+£2,48 cm com
o0 valor minimo e maximo de 0,2 e 10 cm, respetivamente.

Todos os tumores incluidos no estudo imunohistoquimico foram classificados como
carcinomas. As suas caracteristicas histopatoldgicas encontram-se descritas na Tabela 12.
Quanto a classificacdo histoldgica, foram identificados 3 carcinomas mamarios simples tabulo-
papiliferos quisticos, 3 carcinomas mamarios complexos tubulares e 3 carcinomas mamarios
simples tubulares perfazendo cada grupo 23,08% da amostra. Foi observado que 4 em 13
carcinomas eram mistos.

Relativamente ao grau de malignidade, o grau Il e 11l predominam com 5 casos (38,5%) cada.
Quanto ao tamanho tumoral, a categoria com maior peso na amostra é a T1 com 8 em 13 casos
(61,5%).

Tanto a necrose como a permeac¢do vascular foram identificadas em apenas 1 caso, ja a
ulceracdo foi observada em 2 dos casos da amostra.

Foi identificada uma associacdo estatisticamente significativa (p=0,028, n=13) entre a divisao
dos carcinomas mistos versus carcinomas ndo mistos e o grau de malignidade. A maioria dos

carcinomas mistos (3 em 4) apresentou grau | de malignidade (Anexo 4).
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Tabela 12- Caracteristicas anatomopatoldgicas dos carcinomas mamarios avaliados no estudo
imunohistoquimico.

FA FR (%)
Classificacdo histologica
CM de células escamosas 1 7,69
CMS Tubulo-papilifero quistico 3 23,08
CMC Tubular 3 23,08
CMC Tubulo-papilifero quistico 1 7,69
CMS Tubular 3 23,08
CMS Sélido 2 15,38
Misto
Sim 4 30,8
Néo 9 69,2
Grau de malignidade
| 3 23,1
I 5 38,5
I 5 38,5
Tamanho tumoral (cm)
T1(<3) 8 61,5
T2 (3-5) 4 30,8
T3 (>5) 1 7,7
Necrose
Presente 1 1,7
Ausente 12 92,3
Ulceracéo
Presente 2 15,4
Ausente 11 84,6
Permeacdo Vascular
Presente 1 7,7
Ausente 12 92,3

Legenda: FA — Frequéncia absoluta; FR - Frequéncia relativa; CM — Carcinoma mamario; CMS —

Carcinoma mamario simples; CMC — Carcinoma mamario complexo.
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Foi ainda caracterizada a distribuicdo dos valores obtidos para a densidade linfocitaria de
acordo com alguns parametros histolégicos: a divisdo entre carcinoma mamario simples versus
complexo, o subtipo histolégico (tubular, tbulo-papilifero, sélido e de células escamosas), a
divisdo entre carcinoma misto e ndo misto e o grau de malignidade. A presenca de necrose,
permeacdo vascular e ulceracdo ndo sofreram inclusdo nestes parametros devido ao pequeno
namero de casos nos quais se verificou a sua presenca. Foi também considerada a distribuicdo
dos valores da densidade linfocitaria segundo a dimens&o tumoral.

Relativamente a divisao entre carcinomas simples e carcinomas complexos, 3 em 4 carcinomas
complexos apresentaram maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-PAX5. Nos 9
carcinomas identificados como simples, 5 apresentaram maior densidade de células positivas
ao anticorpo anti-CD3.

Quanto ao subtipo histologico, é importante mencionar que no caso do carcinoma mamario de
células escamosas e nos 2 casos de carcinoma mamario simples sélido o tamanho reduzido da
amostra faz com que o resultado estatistico ndo revele a verdadeira tendéncia da populacio
alvo, por isso ndo foi caracterizada a sua distribuicdo. Nos casos de subtipo tubular e tabulo-
papilifero ndo foi observada prevaléncia de um tipo de marcacao.

No que diz respeito a separacdo entre carcinomas mistos versus ndo mistos verificou-se que 3
em 4 carcinomas mistos apresentavam uma maior densidade celular positiva ao anticorpo anti-
PAX5. Nos carcinomas ndo mistos, verificou-se que 5 em 9 apresentavam maior densidade
celular positiva ao anti-CD3.

Relativamente ao grau de malignidade, observou-se em 2 dos 3 carcinomas mamarios de grau
I uma maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-PAX5. Nos 5 carcinomas de grau
I, observaram-se 3 casos nos quais se verificou maior densidade de células positivas ao
anticorpo anti-PAX5. Relativamente ao grau Il11, 3 dos 5 carcinomas apresentaram uma maior
densidade de células positivas ao anticorpo anti-CD3. E importante referir que, pelo contrério,
num caso particular de um carcinoma mamario simples sélido de grau Ill, se verificou uma
elevada densidade de células positivas ao anticorpo anti-PAX5 (215,2 células positivas anti-
PAXS5/UA versus 142,5 células positivas anti-CD3/UA).

Relativamente a dimenséo tumoral, 4 dos 7 carcinomas incluidos na categoria T1 apresentaram
maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-PAX5. Na categoria T2 foi observado
que 3 dos 5 carcinomas tinham maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-CD3. A
categoria T3 néo foi considerada por apresentar apenas um caso.

De um modo geral, observou-se um maior nimero de casos em que os valores obtidos para as

células positivas para o anticorpo anti-PAX5/UA foram superiores aos verificados para o
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anticorpo anti-CD3. No Grafico 5 encontra-se a representacdo do valor médio da densidade

linfocitéaria dos casos pertencentes a cada parametro, para cada imunomarcagao.

Gréafico 5 — Caracterizacdo da distribuicdo dos valores médios da densidade linfocitaria para

cada marcagdo consoante os parametros histolégicos considerados e o tamanho do tumor.
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Foram realizadas associagOes entre os valores obtidos para a densidade linfocitaria e as
caracteristicas clinicas e anatomopatol6gicas da amostra em estudo. Ndo foi identificada

qualquer associagéo estatisticamente significativa (p>0,05) (Anexo 5 e 6).
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4. Discussao

No que concerne ao valor médio das idades dos animais afetados, tendo em conta as 25 cadelas
estudadas inicialmente, o valor foi de 10,12+2,37 anos. No grupo de 13 animais selecionados
para o estudo imunohistoquimico foi de 11,15+2,76 anos. Estas idades estdo de acordo com 0s
valores mencionados na literatura (Itoh et al., 2005; Kim et al., 2014; Peleteiro, 1994; Sorenmo
etal., 2011; Sorenmo et al., 2013).

Euler (2011), Sleeckx et al. (2011) e Sorenmo et al. (2013) referem que as racas de maior risco
variam consoante o estudo e a localizacdo geografica e acrescentam que a raca Caniche é uma
das predispostas. Neste trabalho, a maioria dos animais foi identificada como animais de raga
indeterminada. Dentro das ragas puras predominaram os animais de raca Caniche.

Quanto ao estado reprodutivo, se considerarmos os 25 animais, 9 tinham realizado OVH no
periodo temporal precedente a excisao cirdrgica do tumor mamario. Nos 13 animais cujos
tumores mamarios foram selecionados para o estudo imunohistoquimico, 4 encontravam-se
nessa situagdo. A importancia da OVH na prevencéao do desenvolvimento de tumores mamarios
tem vindo a ser descrita por variados autores (DeTora & McCarthy, 2011; Johnson, 2009;
Misdorp, 2002; Schneider et al. 1969; Sorenmo et al., 2013). Hoje sabe-se que a estimulacédo
hormonal aumenta o risco de desenvolvimento de tumores mamarios (Euler, 2011).
Consequentemente, a situacdo mais benéfica para a cadela € a realizagdo de OVH, evitando que
entre em cio e inicie a produgdo de hormonas sexuais (Sorenmo et al., 2013). O efeito
preventivo da realizacdo desta cirurgia apds o terceiro estro ndo estd documentado (Sorenmo et
al., 2013).

Misdorp (2002) afirma que a incidéncia de tumores mamarios aumenta no sentido antero-
posterior do animal. MacPhail (2013), Sleeckx et al. (2011), Sorenmo et al. (2011) e Sorenmo
et al. (2013) mencionam que os tumores sdo mais frequentes onde a cadeia mamaria apresenta
mais tecido, isto é, nas glandulas mais caudais. Nas 41 neoplasias de origem mamaria
consideradas, foi observado que as glandulas mamaérias abdominais (craniais e caudais) foram
as mais atingidas. Considerando apenas os 35 carcinomas, a glandula abdominal caudal foi a
mais afetada. Nos 13 carcinomas selecionados para o estudo imunohistoquimico, verificou-se
prevaléncia de lesGes ao nivel da mama toracica caudal.

Sorenmo et al. (2009) referem que 66,7% das cadelas incluidas no seu estudo apresentavam
lesbes maltiplas. No presente trabalho, o nimero médio de tumores mamarios por animal foi
de 1,86 £1,96 e 36% dos animais apresentavam lesées maltiplas. O nimero maximo de tumores

presentes no mesmo animal foi de 10 e a moda foi de uma les&o tumoral por animal. Murphy
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(2008), Peleteiro (1999), Sorenmo et al. (2011) entre outros referem a caracteristica
multiplicidade lesional deste tipo de tumores nesta espécie.

Tendo em conta 0os 41 tumores mamarios iniciais o valor médio do eixo-maior foi de
2,74+2 57cm. A semelhanca do referido no estudo de Sorenmo et al. (2009), verificaram-se
diferencas entre o didmetro de lesdes malignas e benignas (3,02+2,66cm e 1,1+0,98cm,
respetivamente). Nos 13 carcinomas selecionados para o estudo imunohistoquimico, o valor
médio do eixo-maior foi de 2,73+2,48 cm (valor minimo de 0,2 cm e maximo de 10 cm). Estes
valores vdo de encontro a resultados previamente publicados, como é o caso de Pefia et al.
(2013), que referem um diametro tumoral medio de 2,2cm com valores a variarem entre 0,5 e
14 cm.

De acordo com o que esta descrito nos trabalhos de EZerskyté et al. (2011), Rasotto et al. (2012),
Sorenmo et al. (2009) e Szczubiat e Lopuszynski (2011), nos quais foi verificado predominio
de carcinomas mamarios simples, no presente estudo observou-se uma maioria de carcinomas
mamarios simples nas 41 neoplasias de origem mamaria consideradas e, dentro destes, 26,83%
eram tubulares. Nos 13 carcinomas do estudo imunohistoquimico, ndo se verificou prevaléncia
de um subtipo histologico especifico. Verificou-se uma associacdo estatisticamente
significativa (p=0,006, n=41) entre os carcinomas e adenomas simples versus complexos com
a dimensédo tumoral. Se considerarmos apenas 0s 35 carcinomas iniciais, a mesma associagdo
apresenta um comportamento semelhante (p=0,046, n=35) com o0s carcinomas simples a
apresentarem maior dimensao.

Os carcinomas simples estdo associados a um pior progndéstico que as complexas (Euler, 2011;
Misdorp, 2002; Pefia et al., 2014). Szczubiat e Lopuszynski (2011) verificaram a presenga de
células neoplésicas em 38,46% dos linfonodos adjacentes a carcinomas complexos e em
56,67% dos adjacentes a carcinomas simples, indicando progndstico desfavoravel dos ultimos.
No presente trabalho, os carcinomas simples apresentaram maior dimensao que 0s carcinomas
complexos. Sabe-se que quanto maior o tamanho do tumor pior é o prognostico e, como 0s
carcinomas simples apresentaram maior dimensdo, podem ser indiretamente associadas a uma
maior malignidade ou pior progndstico como esta descrito no trabalho de Sorenmo et al. (2009).
Quanto ao grau de malignidade dos 35 carcinomas iniciais, verificou-se uma maioria de lesdes
com grau 11 (41,71%). Nos 13 casos selecionados posteriormente verificaram-se 5 casos de grau
Il e de grau Ill. Foi identificada uma associacdo estatisticamente significativa (p=0,007; n=35)
entre o subtipo histoldgico e o grau de malignidade tumoral. Foi verificado que todos os casos
de carcinoma de células escamosas e carcinoma sélido apresentavam grau Ill, os carcinomas
tubulares apresentavam-se maioritariamente de grau | e os tubulo-papiliferos de grau Il. Esta
situacdo surge de acordo com o estudo de Pefia et al. (2013) onde esta descrita uma associagdo
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estatisticamente significativa entre o tipo histologico e o grau de malignidade. Estes autores
observaram que cerca de 66,7% dos carcinomas sélidos apresentavam grau I1l. Noutro estudo,
Im et al. (2014) verificaram que todos carcinomas de células escamosas apresentavam grau Ill.
Rasotto et al. (2012) classificaram os carcinomas simples sélidos com grau Il ou Il e os
carcinomas simples tubulares e tabulo-papiliferos com grau I ou Il.

No presente trabalho, foi ainda encontrada outra associagdo estatisticamente significativa
(p=0,025, n=35) entre o grau de malignidade dos carcinomas e o tamanho tumoral. As lesfes
maiores eram de grau Il ou Il enquanto que os carcinomas mais pequenos apresentavam-se
distribuidos pelas trés categorias de malignidade. A dimensao esta relacionada com o nimero
de divisdes celulares e uma probabilidade mais elevada de maior malignidade tumoral por
acumulacdo de mutacbes (Santos et al., 2012). Itoh et al. (2005) referem a associagao
estatisticamente significativa de tumores de pequenas dimensdes com uma maior sobrevida das
cadelas apos mastectomia.

Mesmo considerando as 41 neoplasias de origem mamaria a necrose, calcificacdo, ulceracéo,
permeacao vascular e metastizacdo no linfonodo mamario ndo foram lesGes muito frequentes.
As lesdes de necrose sdo caracteristicas de tumores com comportamento maligno e tém sido
associadas a um pior prognoéstico. Neste trabalho, a necrose foi identificada em apenas 4
carcinomas (de grau Ill e 11). No estudo de Kim et al. (2014), os carcinomas com o fenétipo
associado ao pior progndstico (sem expressao de recetores de progesterona nem de estrogénio)
apresentavam maior numero de casos de presenca de necrose central (85,2%). Im et al. (2014)
referem que a presenca de necrose se registou em 11,1% dos tumores benignos contrastando
com 33,8% dos tumores malignos.

A presenca de calcificagdo distréfica foi verificada num caso de carcinoma simples de grau Il1.
Este carcinoma apresentava, concomitantemente, extensas lesdes de necrose. Myers e McGavin
(2007) referem que a presenca deste tipo de calcificacdo costuma surgir secundariamente ao
processo de necrose celular. Quanto a presenca de ulceracdo, foi observada em apenas 2
carcinomas simples (de grau Il e 11I). Murphy (2008) afirma que os tumores mamarios que
apresentam ulceracdo estdo associados a um pior prognostico. Um crescimento invasivo, que
promova lesdo do tecido cutdneo suprajacente, tem sido associado a maior malignidade
(Misdorp, 2002; Sleeckx et al., 2011).

Neste estudo, a presenca de permeacdo vascular e metastizagdo ao nivel do linfonodo mamario
foram diagnosticadas num carcinoma de grau Ill. Sleeckx et al. (2011) referem que a
metastizacao ao nivel dos linfonodos regionais tem relevancia no progndstico clinico do animal.
De Boer et al. (2010), num estudo em humanos, associam a presen¢a de metastases nos
linfonodos axilares com a diminuic&o do tempo de sobrevida. A semelhanca do que se verifica
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em humanos, tém sido realizados varios estudos em tumores mamarios caninos, nos quais a
presenca de metéstases ao nivel dos linfonodos regionais esta relacionada com um prognostico
desfavoravel e reducdo do tempo de sobrevida (Santos et al., 2014; Szczubiat e Lopuszynski,
2011; Pefia et al., 2013). No presente estudo, a associacao destas lesGes com parametros
indicativos de um prognostico mais reservado ndo foi verificada. Tal situacdo podera ter
resultado do reduzido nimero de casos analisados que de futuro convird aumentar de forma a

demonstrar a verdadeira tendéncia populacional.

Os efeitos do infiltrado inflamatdrio nos tumores da mama séo variados e complexos. De facto,
a afirmacdo de que o sistema imunoldgico promove ou previne o desenvolvimento tumoral ndo
pode ser realizada sem a caracterizagdo especifica dos varios tipos de células e as respetivas
funcbes (Bui & Schreiber, 2007).

Neste trabalho, o estudo inicial da resposta inflamatoria passou por observacdo microscopica
de laminas coradas com H&E. Nas 41 amostras tumorais mamarias foram identificadas as
seguintes populacdes celulares: linfocitos (com maior representacdo), macréfagos,
polimorfonucleares neutrofilos e mastocitos. Foram também observados sinais de inflamacéo
granulomatosa em 2 casos.

A semelhanca do que foi observado no presente estudo, Im et al. (2014) referem que a maioria
das células inflamatorias que infiltravam os tumores mamarios eram linfocitos, ndo obstante,
mastocitos, plasmacitos e macrofagos foram igualmente identificados. De igual modo, Estrela-
Lima et al. (2010) verificaram que os linfocitos foram o tipo de célula inflamatéria
predominante em carcinomas mamarios. Kim et al. (2010) observaram que, nos casos de tecido
mamario sem alteracdes neoplésicas ou tumores benignos, raramente foram identificados
linfocitos.

Apesar da dinamica do papel dos macrofagos ndo ser completamente conhecida, na maioria dos
casos, a presenca de macrofagos no tumor estd relacionada com a progressdo tumoral e
metastizacao (Qian & Pollard, 2010). Eubank et al. (2008) demonstraram, em modelos de tumor
mamario de ratinho, que o tratamento local com fator estimulante de coldnias de granulécitos
e macrofagos (GM-CSF) abrandou o crescimento tumoral. Com o tratamento os macr6fagos
presentes no tumor sofreram uma “re-educacdo” no sentido anti-tumoral, produzindo uma
molécula que inativa o VEGF e blogueia a angiogénese. Pelo contrario, no estudo de Al Murri
et al. (2008), em tumores mamarios de mulher, a presenca de macréfagos foi associada a um
elevado grau de malignidade, expressao negativa de recetores hormonais e maior densidade de
microvasos. Noutro estudo em tumores mamarios humanos, o fator 1 estimulante de colonias
(CSF-1), que regula os macrofagos presentes nos tecidos, foi correlacionado com um elevado
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grau de malignidade tumoral, menor expressdo de recetores hormonais e maior nimero de
mutacdes ao nivel de p53 (Beck et al., 2009). Todos estes fatores sdo preditivos de pior
prognastico.

Relativamente ao papel dos neutréfilos, Queen, Ryan, Holzer, Keller-Peck e Jorcyk (2005)
aferiram que o GM-CSF, proveniente das células neoplasicas de tumor da mama, induziu a
producdo de oncostatina M (OSM) pelos neutrdfilos. Esta citocina promoveu a libertagdo de
VEGF por parte das células neoplésicas, amplificando o comportamento invasivo do tumor.
Os mastdcitos encontram-se entre as primeiras células inflamatorias recrutadas para os locais
com tumores solidos. O seu numero é elevado em lesdes pré-cancerigenas e aumenta com a
progressdo tumoral (Oldford & Marshall, 2015). Rajput et al. (2008), num estudo em medicina
humana, observaram que 28,2% dos casos de tumores mamarios apresentavam mastdcitos e,
gue a sua presenca, constitui um indicador de melhor progndstico. O tempo médio de sobrevida
das pacientes cujo estroma tumoral estava infiltrado por estas células foi superior ao daguelas
que ndo estava. Quando os mastocitos sofrem ativacdo libertam moléculas que poderdo inibir o
crescimento tumoral, tais como a heparina. No seu estudo, Samoszuk et al. (2005) refere que

esta substancia apresenta propriedades inibidoras do crescimento de células tumorais da mama.

Neste trabalho, a presenca de infiltrado linfoide registou-se em 21 dos 41 processos neoplasicos
de origem mamaria. Simonson e Allison (2010) referem que as diferentes localizagdes (no
tumor per se ou no interface tumor-estroma tumoral) podem explicar resultados dispares na
quantificacdo dos linfécitos. No presente trabalho, a distribuicdo do infiltrado linfoide foi
caracterizada como perivascular, marginal e intra-tumoral. Esta distribuicdo esta de acordo com
Peleteiro (1994), que menciona que a infiltragdo inflamatdria por plasmacitos e linfécitos pode
ser difusa ou perivenosa. Marsigliante et al. (1999) observaram que o padrdo predominante de
distribuicdo dos infiltrados linfocitarios foi ao nivel do estroma situado entre as células
tumorais. Matkowski et al. (2009) verificaram que, na maioria dos tumores do seu estudo, 0
infiltrado linfocitario se localizava ao nivel das margens tumorais. Kim et al. (2010) referem
que a infiltracdo por células mononucleadas (predominantemente linfocitos) foi observada ao
nivel do estroma tumoral que envolvia as células neoplasicas e os vasos. Carvalho, Pires, Prada
e Queiroga (2011) observaram zonas tumorais com acumulacdo perivenosa de linfocitos T. Ndo
obstante, a infiltrac&o linfoide difusa foi o padrdo predominante.

O tipo de expressdo proteica que as células cancerigenas apresentam, suscita uma resposta
inflamatdria linfocitaria especifica. Admitindo que a intensidade do infiltrado linfocitario
associado aos tumores reflete a intensidade da resposta inflamatoria especifica, a primeira
podera ser utilizada como marcador da resposta imunologica ao tumor (Simonson & Allison,
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2010). Contudo, devera ter-se em conta que, nas neoplasias mamarias de cadela, s&éo comuns as
lesOes de necrose e a libertagcdo de produtos de secrecédo, podendo ser desencadeadas reacdes
inflamatorias inespecificas que é necessario distinguir da reacdo desencadeada pelo préprio
tumor (Peleteiro, 1994). Na tentativa de avaliar o valor prognoéstico da inflamagdo em cancro
da mama da mulher, Rakha et al. (2009) associaram a reacdo inflamatdria linfo-histiocitica
exacerbada a um elevado grau de malignidade. No estudo de Kim, Chon, Im, Kim e Sur (2013)
foi verificado um maior nivel de infiltragdo linfoide nos tumores com invasdo dos vasos
linfaticos e com menor grau de diferenciacdo histoldgica. Estrela-Lima et al. (2010) verificaram
que, nas cadelas cujos tumores apresentavam infiltrado linfocitario discreto ou moderado, as
taxas de sobrevivéncia eram significativamente mais elevadas em comparacdo com aquelas
cujo infiltrado linfocitario associado aos tumores era intenso. Os nimeros mais elevados de
linfécitos, em conjunto com a presenca de metastases ao nivel do linfonodo, foram observados
nos grupos de animais com as menores taxas de sobrevivéncia. No presente trabalho, como ja
referido, 21 dos 41 tumores mamarios apresentavam infiltrado inflamatério. Desses, 11
(26,83%) apresentavam infiltracdo moderada e 3 (16,66%) abundante. Ao contrario dos estudos
supramencionados, neste estudo, ndo se verificou qualquer associacdo estatisticamente

significativa entre a intensidade da infiltracdo e fatores prognosticos.

Relativamente ao estudo imunohistoquimico, foi observada marcacdo positiva em todos os
infiltrados linfoides dos carcinomas mamarios incluidos na amostra. Os padrGes marcacao
obtidos foram os esperados, indo de encontro ao referido pelos fabricantes nas respetivas fichas
de especificacdo dos anticorpos primarios. Ao longo deste trabalho as células identificadas
através de imunohistoquimica foram classificadas como com marcacao positiva ao anticorpo
em questdo (anti-CD3 ou anti-PAX5). A adocdo desta nomenclatura teve em conta as

caracteristicas dos anticorpos utilizados.

Foi realizada a associacdo dos valores da densidade linfocitaria com variaveis clinicas e
anatomopatologicas, contudo, ndo foi verificado nenhum resultado estatisticamente
significativo. Caso a analise se tivesse comprovado significativa, teria sido possivel associar 0s
resultados obtidos a fatores admitidos como progndsticos e inferir certas conclusdes. E
importante referir que, devido ao tamanho reduzido da amostra, que conduziu a um reduzido
nimero de casos por cada categoria considerada, o resultado estatistico pode nédo revelar a
verdadeira tendéncia da populacdo. Seria necessario um estudo com maior casuistica para

avaliar eventuais associagoes.
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N&o obstante, a densidade linfocitaria foi caracterizada consoante 5 parametros: carcinomas
simples versus complexos, subtipo histologico, “carcinoma misto” Versus “nao misto”, grau de
malignidade histoldgica e a dimensdo tumoral.

Na maioria dos casos de carcinomas simples foi verificada maior densidade celular positiva ao
anticorpo anti-CD3, quanto aos carcinomas complexos as células positivas ao anticorpo anti-
PAXS5 predominaram na maioria dos casos. Quanto aos subtipos histoldgicos considerados, ndo
se verificou qualquer predominancia de um tipo de marcagdo. Segundo alguns autores, o
infiltrado linfoide esta associado ao tipo histologico. Kim et al. (2013), num estudo realizado
em tumores mamarios caninos, verificaram que um nivel elevado de infiltracao linfoide é mais
frequente em carcinomas de células escamosas, enquanto que um nivel baixo de infiltragdo
linfoide é mais frequente em carcinomas simples. Carvalho et al. (2011) verificaram que os
carcinomas sélidos estdo associados a uma maior presenca de linfécitos T intra-tumorais.

A maioria dos carcinomas mistos apresentavam maior densidade células positivas ao anticorpo
anti-PAXS.

No que concerne ao grau de malignidade, a maioria dos carcinomas de grau | e Il apresentaram
maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-PAX5 e a maioria dos carcinomas de
grau 1l maior densidade de células positivas ao anticorpo anti-CD3. A associa¢do entre o grau
de malignidade e a resposta inflamatoria linfocitaria foi verificada por Mahmoud et al. (2011).
Estes autores associaram positivamente o nimero total linfécitos T citotoxicos CD8" que
infiltram o tumor com um maior grau de malignidade tumoral.

Relativamente ao tamanho tumoral, os carcinomas incluidos na categoria T1 apresentaram, na
maioria dos casos, uma infiltragdo principalmente constituida por células positivas ao anticorpo
anti-PAX5. Quanto aos carcinomas da categoria T2, foram observadas maiores densidades de
células positivas ao anticorpo anti-CD3 na maioria dos tumores.

Em alguns estudos, os linfdcitos B e T infiltrados em tumores mamarios tém sido associados a
parametros de carater prognoéstico que diferem dos adotados na presente dissertacdo. Eir6 et al.
(2012) avaliaram os infiltrados linfocitarios presentes em carcinomas ductais invasivos
humanos e demonstraram associagao entre o nimero de linfécitos CD3" com o status dos RE e
RP. Os carcinomas negativos a ambos 0s recetores apresentaram um ndmero mais elevado de
linfocitos CD3*. Além disso, observaram ainda que os carcinomas de status HER-2 positivo
apresentaram maior nimero linfocitos B CD20". No estudo de Carvalho et al. (2011) um maior
namero de linfocitos T intra-tumorais foi associado a presenga de permeacdo vascular. Kim et
al. (2013) verificaram associacdo entre o maior nivel de infiltracdo por linfécitos CD3" com

menor grau de diferenciacéo histologica e invaséo dos vasos linfaticos. Observaram, de igual
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forma, associacOes entre o maior nivel de infiltragdo por linfocitos B CD79a" com menor grau

de diferenciac&o histoldgica e invasao dos vasos linfaticos.

Quando analisados os valores médios da densidade linfocitaria distribuidos pelos 5 parametros
selecionados, foram observados mais casos com maior numero de células positivas ao anticorpo
anti-PAX5/UA. Da mesma forma, quando calculado o valor médio da densidade linfocitaria no
conjunto dos tumores da amostra, verificou-se uma predominéncia de células positivas ao
anticorpo anti-PAX5/UA. O valor médio de 5623,77+£2077,26 células positivas para o anticorpo
anti-PAX5/mm? (Anexo 3) situa-se na mesma ordem de grandeza dos valores obtidos para as
células CD20" no estudo de Loughlin et al. (2007), em tumores mamarios de mulher. O valor
médio de células positivas para o anticorpo anti-CD3/UA (101,45+28,74) esta de acordo com
0 estudo de Marsigliante et al. (1999) que registou um valor médio de 139 linfécitos CD3" por
unidade de area. Contudo, estes autores verificaram que os infiltrados linfocitarios eram
maioritariamente constituidos por linfocitos CD3* em 64,4% dos tumores da amostra, situacao
que contrasta com os resultados do presente trabalho. Kim et al. (2010) registaram, igualmente,
uma presenca de linfocitos T superior a de linfocitos B e verificaram que os linfécitos T CD3*
ocupam 1,02% da area considerada, enquanto que as células B CD79a* ocupam apenas 0,37%.
Estrela-Lima et al. (2010) referem que a percentagem de células T foi mais elevada nos
carcinomas em tumores mistos, sem metastases, enquanto a percentagem de linfocitos B foi
maior nos carcinomas com metastases. Os valores obtidos neste presente trabalho ndo estdo de
acordo com os referidos autores, verificando-se um maior nimero de células positivas ao
anticorpo anti-PAX5, isto é, de linfécitos B.

A infiltracdo linfocitéaria associada aos tumores foi um dos primeiros marcadores da resposta
inflamatdria a ser estudado quanto ao seu valor prognostico (Simonson & Allison, 2010). Os
linfécitos T presentes no tumor poderdo estar envolvidos em distintos, e mesmo contraditérios,
mecanismos consoante o tipo de subpopulacdo. Devido a complexidade de funcgdes e
subpopulacdes linfocitarias, € razoavel assumir, que a simples quantificacdo do infiltrado
linfocitario sem realizacdo da caracterizagdo dos varios subtipos celulares pode ndo descrever
corretamente a acdo do infiltrado. Além disso, com a interacdo entre vérias populacdes
celulares, citocinas e mesmo certos fatores tumorais, torna complexa e dificil a obtencéo de
informagdo prognostica significativa através do exame de infiltrados linfocitarios.

Estudos realizados em Vvérios tipos tumores tém associado positivamente a presenga linfécitos
T CD8" com prognosticos favoraveis e maior tempo de sobrevida. Estrela-Lima et al. (2010)
referem que a percentagem relativa de linfocitos T CD4" infiltrados no tumor foi mais elevada
nos carcinomas mamarios com metastases e a de células T CD8" nos casos sem metastase.
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Independentemente do tipo de tumor, verificaram também, que os animais com elevada
proporcdo de células T CD4*/CD8" apresentaram menor taxa de sobrevida. De igual forma,
Mahmoud et al. (2011) afirmam que o nimero total de células T CD8" se encontra associado
com maior sobrevida das pacientes. A mesma situacédo foi demonstrada por Kawai et al. (2008)
em carcinomas pulmonares de ndo-pequenas células, por Leffers et al. (2008) em carcinoma do
ovario e por Gao et al. (2007) em carcinomas hepatocelulares. Este autor observou também que
um baixo numero de linfocitos T reguladores é indicador de um melhor progndstico. Pelo
contrario, quando presentes em elevadas densidades, os linfocitos Treg foram associados com
casos de permeacéo vascular.

Outros autores referem a associacdo dos linfécitos CD8" com um prognéstico desfavoravel.
Sheu et al. (2008) observaram que o0 nimero de linfécitos T CD8™ infiltrados no tumor mostrou
um aumento significativo com a progressdo do estadio tumoral. Este aumento levou a
diminuicéo do récio de linfécitos T CD4/CD8" que foi correlacionada com permeacdo vascular
e consequentemente metastizacdo ao nivel dos linfonodos. Al Murri et al. (2008) associaram
um grau de malignidade elevado a presenca de linfocitos T (CD4" e CD8"), a expressao
negativa de recetores hormonais a uma maior infiltracdo de linfécitos T CD8" e uma maior
densidade de microvasos tumorais a presenca de linfocitos T CD4".

Num estudo em carcinomas mamarios caninos, Kim et al. (2012), associaram um maior nimero
de linfécitos Treg FOXP3* a fatores progndsticos desfavoraveis como menor grau de
diferenciacdo histoldgica, permeacdo vascular e presenca de necrose. Pelo contrario, West et
al. (2013), num estudo em tumores mamarios humanos negativos para RE, associaram niveis

elevados de linfécitos FOXP3*a um maior tempo de sobrevivéncia sem recorréncia tumoral.

Através da aplicacdo do coeficiente de correlacdo de Spearman, para o nivel de significancia
de 5%, s6 foi encontrada evidéncia de forte associacao entre a percentagem de células positivas
e 0s racios dos valores da densidade linfocitaria (Tabela 11). Quando comparadas com base no
mesmo imunomarcador, as associacdes revelaram-se positivas, indicando que para 0 mesmo
imunomarcador, 0 aumento dos valores da percentagem de células positivas esta associado ao
aumento dos valores da densidade linfocitaria. Quando comparadas usando imunomarcadores
diferentes para cada uma destas variaveis, as associagdes revelaram-se negativas, indicando que
para diferentes imunomarcadores, 0 aumento numa das variaveis esta associado a diminuicéo
dos valores na outra.

As restantes correlacGes realizadas, ndo se revelaram significativas para o nivel de significancia
de 5%. De acordo com trabalhos anteriormente realizados tém sido verificadas associa¢des
entre as diferentes populagdes de linfocitos infiltrados no tumor. Wolf et al. (2015), num estudo
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em tumores de células escamosas da cavidade oral em humanos, verificaram correlacGes
positivas entre os valores médios de linfocitos CD4*, CD8" e FOXP3*. No estudo de Miyashita
et al. (2014) em tumores mamarios, foram verificadas correlagcdes positivas entre os linfocitos
FOXP3* e CD8" nos trés compartimentos tumorais avaliados (intra-tumoral, estroma adjacente
e estroma distante). De uma forma semelhante, West et al. (2013) observaram correlacfes
positivas fortes entre células FOXP3" e CD8" infiltradas em tumores mamarios. Estas
correlacGes foram observadas independentemente dos linfocitos CD8* se encontrarem no
epitélio tumoral ou no estroma tumoral. Matkowski et al. (2009) verificaram uma forte
correlacdo positiva entre a expressdo de CD4 e CD8. Marsigliante et al. (1999) observaram a
mesma situacio entre linfocitos T CD3* e CD4*, CD3* e CD8" e CD4* e CD8*. A semelhanca
da presente dissertacdo Marsigliante et al. (1999) ndo observou qualquer correlacéo entre as
subpopulacgdes de linfécitos T e os linfécitos B CD20".
No estudo de Eir¢ et al. (2012) em carcinomas mamarios humanos, foi verificada associa¢éo
positiva entre 0 nimero de células CD3" e 0 nimero de células CD20". Milne et al. (2009), num
estudo em tumores do ovario, observaram varias associaces positivas entre CD3", CD4" e
CD8" e entre CD20" e CD3* ou CD8". As associac0es verificadas entre linfécitos T (CD3") e
linfécitos B (CD20") mostram resultados semelhantes ao que seriam expectaveis de obter na
presente dissertagdo. Apesar de ter sido utilizado um imunomarcador diferente para marcagao
dos linfécitos B, quando foi realizada a correlacdo entre as densidades linfocitarias para cada
imunomarcador seria de esperar que a associacdo se tivesse verificado estatisticamente
significativa. Muito provavelmente, devido ao pequeno nimero de casuistica, ndo se
verificaram associagdes para o nivel de significancia de 5%.
A investigacdo da existéncia de correlacdes entre as células dos infiltrados linfoides tem
importante valor na caracterizacdo da resposta inflamatdria associada aos tumores. Além do
papel promotor ou inibidor da tumorigénese ja estudado, as células do sistema imunoldgico
ainda comunicam e interagem largamente entre si. Cruzando o conhecimento das implicacfes
de cada subpopulacéo linfocitaria no desenvolvimento tumoral com a evidéncia das relacdes
que estas células apresentam entre si, poderdo ser realizadas associagdes indiretas a certos
fatores progndsticos através do estudo do comportamento de umas células em relagao as outras.
Desta forma, serd possivel a investigagdo e formulacdo de novas hipdteses através de
conhecimentos ja adquiridos a partir de algumas subpopulagdes linfocitarias mais estudadas.
Além disso, ¢ interessante avaliar o “impacto” bioldgico existente entre diferentes tipos
celulares como é o caso dos linfécitos Treg. Este tipo de linfocitos encontra-se aumentado em
certos carcinomas humanos e a sua presenca inibe a proliferacdo de linfocitos T citotdxicos
especificos contra as células tumorais (Maia & Cardoso, 2012). A investigacdo de associacéo é
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igualmente interessante na avaliagédo de situagdes presuntivas, como referem Wolf et al. (2015),
que obtiveram uma associa¢do positiva entre linfocitos CD4" e FOXP3" porque os Gltimos
constituem uma subpopulacdo dos primeiros.

Mais investigacdo serd necessaria para avaliar corretamente as maltiplas associacGes entre as
varias subpopulagdes linfocitarias presentes nos infiltrados inflamatdrios associados aos
tumores. Para tal, serd necessaria uma uniformizacao dos métodos de identificacdo e contagem
das células, bem como de avaliagdo dos resultados de forma a permitir a comparag&o entre o

crescente nimero de estudos.
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V. Conclusao e perspetivas futuras

A imunologia tumoral constitui uma vasta area de estudo das interacfes entre o sistema
imunoldgico do individuo e as células tumorais. Sabe-se, que a imunidade apresenta um papel
no desenvolvimento tumoral, contudo, 0 modo como a resposta inflamatéria atua permanece
em debate. Os infiltrados inflamatorios linfocitarios associados aos tumores tém sido alvo de
grande importancia. A sua quantificagdo tem vindo a ser estudada como marcador que antevé
0 curso clinico da doenca tanto por associacdo com caracteristicas de valor prognostico ja
definido, como em estudos de analise de sobrevivéncia.

Nesta dissertacdo, o primeiro tipo de associacdo foi investigado mas ndo se verificou para o
nivel de significancia de 5%. N&o obstante, teria sido interessante o estabelecimento de
associacOes com caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas consideradas prognosticas. Os
resultados estatisticos foram condicionados pelo reduzido numero de casos, seria necessario um
estudo de maior casuistica para obter resultados significativos.

A presente dissertacdo permitiu concluir que diferentes populagdes celulares inflamatorias
infiltram os tumores mamarios de cadela tais como linfécitos, macréfagos, mastdcitos e
neutrdfilos. De entre os varios elementos celulares observados, os infiltrados linfoides
destacaram-se, tendo sido observados em aproximadamente metade da amostra do estudo,
exibindo trés distribuicdes preferenciais no tumor: perivascular, marginal e na parte central do
tumor.

A aplicacdo da técnica de imunohistoquimica deteve um papel fundamental por facilitar a
observacdo dos linfocitos localizados entre as células tumorais mas, principalmente, por
permitir a caracterizacdo de duas populacgdes linfocitarias presentes nos infiltrados: linfocitos T
e linfdcitos B. Sé assim foi possivel aferir a predominancia deste ultimo tipo de células
linfoides.

Foi investigada a eventual correlagdo existente entre as duas populagdes linfocitarias, ndo tendo
sido obtido um valor significativo. Este tipo de analise ndo € tdo frequente mas ja foi realizada
em alguns estudos semelhantes. O seu interesse reside no facto de que alem do papel promotor
ou inibidor da tumorigenese, as células do sistema imunolégico ainda comunicam e interagem
largamente entre si. Desta forma, o estudo das eventuais correlagbes entre as diferentes
subpopulacgdes linfocitarias, € muito importante na caracterizagdo da resposta inflamatdria
associada aos tumores.

Apesar do crescente nimero de estudos na area, pela variabilidade de metodologias de

identificacdo e contagem aplicadas, surgem resultados variados dando origem a algum
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desacordo sobre o valor prognostico de cada subpopulacdo linfocitaria. Sera necessaria uma
uniformizacdo dos procedimentos para que a informacdo se torne consensual e com
aplicabilidade pratica, constituindo novas formas seguras e expeditas de emitir prognostico.

Aliando a evolucdo tecnoldgica a compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no reconhecimento das células tumorais pelo sistema imunoldgico surgem novas
modalidades terapéuticas, tais como a imunoterapia anti-tumoral, que poderéo delinear novos

caminhos na luta contra o cancro.
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VIl. Anexos

Anexo 1

Teste exato de Fisher

anatomopatoldgicas (n=41).

para associacOes

presuntivas entre varidveis clinicas e

Grau de Necrose Infiltrado Ulceracdo Permeacdo Dimensdo
malignidade® (S/N) linfoide? (S/N) Vascular ~ tumoral®
(S/N)
Idade 0,545 0,966 0,275 0,090 0,098 0,888
Raca 0,368 0,396 0,260 0,634 0,390 0,056
Esterilizacdo (S/N)* 0,562 0,542 0,251 0,316 0,171 0,824
Localizacdo® 0,820 0,937 0,338 0,673 0,805 0,722
Malignidade (S/N)  N.A. 1 0,088 1 1 0,809
Simples/Complexo® 0,134 0,637 0,621 0,512 1 0,006’
Misto (S/N)® 0,194 1 0,909 1 1 0,697
Subtipo 0,007 0,325 0,602 1 0,488 0,279
histolégico®
Grau de N.A. 0,069 0,134 0,731 0,257 0,025
malignidade?
Dimens&o tumoral® 0,025 0,253 0,073 0,572 0,341 N.A.

Legenda: S/N — Sim/ndo;

Grau de malignidade segundo o sistema de classificacdo de Elston & Ellis (1991) para n=35, isto €,
somente 0s carcinomas.

Consideradas 4 categorias semi-quantitativas para quantificar o infiltrado linfoide: ausente, escasso,
moderado e abundante

Consideradas 3 categorias de dimens&o tumoral: T1 (< 3cm), T2 (3-5cm) e T3 (>5cm).

Cadelas sujeitas ao procedimento cirrgico no periodo temporal anterior a cirurgia.

Localizagdo das massas ao nivel da cadeia mamaria (mamas e pares de mamas).

Quanto ao diagnostico histopatoldgico foram considerados adenomas/carcinomas simples versus
complexos, adenomas/carcinomas mistos ou ndo e 4 subtipos histol6gicos de adenomas/carcinomas
mamarios (tubular, tabulo-papilifero, sélido e de células escamosas)

Para a mesma, considerando apenas os carcinomas (n=35), verificou-se um valor de p=0,046.
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Anexo 2

Correlacdes de Spearman entre os resultados obtidos (n=13).

Percentagem de células com marcacdo positiva: anticorpo anti-CD3 x anticorpo anti-PAX5.

%cd3pos %Pax5pos
R6 de Spearman %cd3pos  Coeficiente de Correlacdo - -,308
Sig. (2 extremidades) - ,306
N - 13
%Pax5pos  Coeficiente de Correlagéo -,308 -
Sig. (2 extremidades) ,306 -
N 13 -

Densidade linfocitaria: células positivas anticorpo anti-CD3/UA x células positivas anticorpo

anti-PAX5/UA.

Dens _cd3 Dens_pax5

ré de Spearman Dens_cd3 Coeficiente de Correlagédo - ,236
Sig. (2 extremidades) - 437

N - 13

Dens_pax5 Coeficiente de Correlagédo ,236 -

Sig. (2 extremidades) 437 -

N 13 -

Percentagem de células com marcacao positiva x Récio densidade linfocitaria

RacioCD3/PAX5 | RacioPAX5/CD3
RO de Percentagem_cd3pos Coeficiente de
Spearman Correlagéo 621 -,621
Sig. (2
extremidades) 024 024
N 13 13
Percentagem_paxpos Coeficiente de
Correlacéo -, 725 725
Sig. (2
extremidades) ,005 ,005
N 13 13
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Anexo 3
Valores da densidade do infiltrado linfoide por mm? (n=13).

Classificacdo histoldgica Grau de Anti-CD3 Anti-PAX5
dos carcinomas mamarios malignidade

Simples tubular Il 6200,00 4408,50
Simples tubulo-papilifero I 4383,50 3808,50
Espinocelular i 4466,50 6066,50
Simples tabulo-papilifero I 5341,50 5658,50
Complexo tubular | 5208,50 5175,00
Simples tubular I 3941,50 7166,50
Complexo tubular I 5308,50 7041,50
Simples sélido Il 7125,00 10758,50
Complexo tubulo-papilifero I 2241,50 5466,50
Simples sélido i 7166,50 6033,50
Complexo tubular | 4583,50 5258,50
Simples tabulo-papilifero i 6466,50 4383,50
Simples tubular 1 3508,50 1883,50

Anexo 4 — Teste exato de Fisher para associacOes presuntivas entre variaveis clinico-

patologicas (N=13). Valores de significancia exata (2 lados).

Grau de Necrose Ulceracdo Permeacdo Dimenséo

malignidade!  (S/N) (S/N) Vascular (S/N) tumoral®
Idade 0,756 0,538 0,218 0,231 0,944
Raca 1 1 0,538 0,308 0,523
Esterilizagéo (S/N)3 1 0,308 1 0,308 0,462
Localizacdo* 0,556 1 0,115 0,308 0,375
Simples/Complexo® 0,196 0,308 1 1 0,119
Misto (S/N)°® 0,028 0,308 1 1 0,119
Tipo histoldgico® 0,179 0,538 1 0,538 0,452
Grau de malignidade®  N.A. 1 1 1 0,213
Dimens&o tumoral® 0,213 1 0,282 0,462 N.A.

Legenda: S/N — Sim/ndo;

Grau de malignidade segundo o sistema de classificacdo de Elston & Ellis (1991).

Consideradas 3 categorias de dimens&o tumoral: T1 (< 3cm), T2 (3-5cm) e T3 (>5cm).

Cadelas sujeitas ao procedimento cirrgico no periodo temporal anterior a cirurgia.

Localizagdo das massas ao nivel da cadeia mamaria (mamas e pares de mamas).

Quanto ao diagndstico histopatoldgico foram considerados carcinomas simples versus complexos,
carcinomas mistos ou ndo e 4 subtipos histologicos de carcinomas mamarios (tubular, tabulo-
papilifero, s6lido e de células escamosas)

Q& @ o
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Anexo 5

Correlacdo com aspetos clinico-patoldgicos (anticorpo anti-CD3) (n=13).

Tipo de teste Células positivas/UA versus Significancia Deciséo

Kruskal-Wallis Idade 0,769 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Raca 0,644 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Esterilizagdo(S/N)* 0,825! Reter a hipétese nula.
Kruskal-Wallis Localizagéo? 0,507 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U CM complexo x simples® 0,414 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U CM misto (S/N)® 0,106 Reter a hipétese nula.
Kruskal-Wallis Subtipo histolégico® 0,187 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Grau de malignidade* 0,063 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Dimens&o tumoral® 0,339 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Necrose 0,154 Reter a hip6tese nula.
Mann-Whitney U Ulceracgéo 1 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Permeac&o vascular 0,462 Reter a hip6tese nula.

Legenda: S/N — Sim/ndo; UA — Unidade de area; CM — Carcinoma mamario

1-Cadelas sujeitas ao procedimento cirdrgico no periodo temporal anterior a cirurgia.

2-Localizagdo das massas ao nivel da cadeia mamaria (mamas e pares de mamas).

3-Quanto ao diagnostico histopatoldgico foram considerados carcinomas simples versus complexos, carcinomas
mistos ou ndo e 4 subtipos histolégicos de carcinomas mamarios (tubular, tibulo-papilifero, solido e de células
escamosas)

4-Grau de malignidade segundo o sistema de classificacdo de Elston & Ellis (1991).

5-Consideradas 3 categorias de dimensao tumoral: T1 (< 3cm), T2 (3-5cm) e T3 (>5cm).

Anexo 6
Correlacdo com aspetos clinico-patolégicas (anticorpo anti-PAX5) (n=13).

Tipo de teste Células positivas/UA versus Significancia Deciséo

Kruskal-Wallis Idade 0,343 Reter a hipotese nula.

Kruskal-Wallis Raca 0,621 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Esterilizagdo(S/N)* 1 Reter a hipétese nula.
Kruskal-Wallis Localizacdo? 0,323 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U CM complexo x simples® 1 Reter a hipotese nula.

Mann-Whitney U CM misto (S/N)3 0,825 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Subtipo histoldgico® 0,277 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Grau de malignidade* 0,679 Reter a hipotese nula.
Kruskal-Wallis Dimens&o tumoral® 0,171 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Necrose 1 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Ulceragéo 0,051 Reter a hipotese nula.
Mann-Whitney U Permeacdo vascular 0,462 Reter a hipotese nula.

Legenda: S/N — Sim/ndo; UA — Unidade de area; CM — Carcinoma mamario

1-Cadelas sujeitas ao procedimento cirdrgico no periodo temporal anterior a cirurgia.

2-Localizagdo das massas ao nivel da cadeia mamaria (mamas e pares de mamas).

3-Quanto ao diagnoéstico histopatoldgico foram considerados carcinomas simples versus complexos, carcinomas
mistos ou ndo e 4 subtipos histolégicos de carcinomas mamarios (tubular, tabulo-papilifero, sélido e escamoso)
4-Grau de malignidade segundo o sistema de classificacdo de Elston & Ellis (1991).

5-Consideradas 3 categorias de dimensdo tumoral: T1 (< 3cm), T2 (3-5cm) e T3 (>5cm).
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