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CLASSIFICACAO MOLECULAR DE TUMORES MAMARIOS FELINOS E SUA
RELEVANCIA CLINICA

Resumo

Os tumores mamarios (TM) apresentam uma complexa heterogeneidade morfoldgica e bioldgica, o que
determina diferentes comportamentos clinicos e distintas respostas terapéuticas. Em 2011, uma nova
classificacdo molecular destes tumores foi aprovada em Oncologia Humana com o intuido de realizar
um diagndstico mais preciso, uma selecao terapéutica mais direcionada e um prognostico mais assertivo.
Esta classificacdo baseia-se na avaliacdo da expressao de recetores de estrogénio alfa (RE-a), recetores
de progesterona (RP), recetores para o fator de crescimento epidérmico humano tipo Il (HER-2) e da
proteina Ki-67, de modo a identificar e agrupar os TM em quatro subtipos moleculares que apresentam
caracteristicas especificas: Luminal A (LA), Luminal B (LB), HER-2 positivo e Triplo-negativo (TN).
Em Oncologia Felina, a sua aplicagdo comeca a dar os primeiros passos, ndao existindo, supostamente,
nenhum artigo publicado acerca do seu valor progndstico. Assim, os objetivos desta investigacdo foram
a analise da prevaléncia, da homogeneidade, das caracteristicas clinicopatologicas, do tempo de
sobrevida (TS) e do tempo livre de doencga (TLD) dos quatro subtipos moleculares, bem como o estudo
de outros fatores de prognéstico em tumores mamarios felinos (TMF).

O fendtipo molecular de 80 massas presentes em 21 felinos diagnosticados com carcinoma mamario,
seguidos clinicamente entre 18 de marco de 2009 e 31 de janeiro de 2015, foi determinado mediante a
execucdo de protocolos imunohistoquimicos para avaliacdo da expressdo de RE-a, RP, HER-2 e
apreciacdo do indice de Ki-67. As associacdes estatisticas foram avaliadas através do teste exato de
Fisher, do método de Kaplan-Meyer e do teste de Log-rank, considerando o valor de prova de 0,05.

O subtipo mais prevalente foi o LB (n=16; 76,2%), seguido do HER-2 positivo (n=3; 14,3%), do LA
(n=1; 4,75%) e do TN (n=1; 4,75%). A classificagdo molecular de todas as massas tumorais presentes
em cada felino foi concordante em 47,6% dos casos (10/21) e, apesar de ndo se verificar nenhuma
associacdo significativa entre as caracteristicas clinicopatologicas e os diferentes subtipos moleculares,
o fendtipo LA apresentou um perfil menos agressivo. A analise de sobrevivéncia revelou uma associagdo
significativa entre a classificagdo molecular e o TS, com o subtipo HER-2 positivo a apresentar pior
progndstico (p=0,035). Essa associacdo foi ainda mais forte quando se consideraram apenas 0s subtipos
mais prevalentes, LB e HER-2 positivo (p=0,014). O subtipo LA mostrou um TLD longo (27 meses),
enguanto o subtipo TN mostrou um TLD curto (5 meses). O subtipo LB manifestou um TLD médio de
13,3 meses, significativamente superior ao do subtipo HER-2 positivo, que foi de 6 meses (p=0,043). A
sobreexpressdao de HER-2 demonstrou estar associada & presenca de metastizagdo no momento do
diagndstico (p=0,006), a menores TS (p=0,009) e a curtos TLD (p=0,003).

Este estudo abriu novas perspetivas em Oncologia Mamaria Felina, sobretudo por ter correlacionado,
aparentemente, pela primeira vez, a classificagdo molecular dos TMF com o seu progndéstico, bem como
a sua sobreexpressdo de HER-2 com menores TLD. Assim, esta nova classificacdo para além de
contribuir para o delineamento de terapéuticas mais eficazes, podera ajudar a prever a evolugéo clinica
de cada animal, de um modo semelhante ao descrito em Oncologia Mamaria Humana.
Palavras-chave: classificagdo molecular, tumores mamaérios felinos, Luminal A, Luminal B, HER-2
positivo, Triplo-negativo.






MOLECULAR CLASSIFICATION OF FELINE MAMMARY TUMORS AND ITS
CLINICAL RELEVANCE

Abstract
The mammary tumors (MT) display a complex morphological and biological heterogeneity, which
determines different clinical behaviors and distinct therapeutic responses. In 2011, a new molecular
classification was approved in Human Oncology, allowing a more accurate diagnosis, a more targeted
therapy, and a more assertive prognosis. This classification is based on the expression assessment of
estrogen receptors alpha (ER-a), progesterone receptors (PR), human epidermal growth factor receptors
type Il (HER2), and Ki-67 protein, in order to identify and group the MT into four molecular subtypes
with specific features, namely: Luminal A (LA), Luminal B (LB), HER2-positive and Triple-negative
(TN). In Feline Oncology, its application begins to take its first steps, not existing, supposedly, no article
published about its prognostic value. Thus, the main goals of this research project were the analysis of
the prevalence, homogeneity, clinicopathological characteristics, overall survival (OS) and disease-free
survival (DFS) of the four molecular subtypes, as well as the study of other prognostic factors in feline
mammary tumors (FMT).
The molecular phenotype of 80 masses identified in 21 felines diagnosed with mammary carcinoma,
followed clinically between March 18", 2009 and January 31%, 2015, was analyzed by
immunohistochemistry protocols for the expression assessment of RE-a, PR, HER-2 and for the
determination of Ki-67 index. The statistical associations were evaluated using Fisher's exact test,
Kaplan-Meier method and Log-rank test, considering a p value of 0.05.
The most prevalent subtype was LB (n=16; 76.2%), followed by HER2-positive (n=3; 14.3%), LA (n=1,;
4.75%) and TN (n=1; 4.75%). The molecular classification of all tumors identified in the same feline
was concordant in 47.6% of all cases (10/21). Moreover, the LA phenotype evinced a less aggressive
profile, even though no significant association was observed between clinicopathological characteristics
and different molecular subtypes. The survival analysis revealed a significant association between
molecular classification and OS, with HER2-positive subtype presenting the worse prognosis (p=0.035).
This association was even stronger when considering only the most prevalent subtypes: LB and
HER2-positive (p=0.014). The LA subtype revealed a longer DFS (27 months), while the TN subtype
showed the shortest DFS (5 months). The LB subtype expressed a mean DFS of 13.3 months,
significantly higher than that of HER2-positive subtype, which was 6 months (p=0.043). The HER2
overexpression was associated with the presence of metastasis at the time of diagnosis (p=0.006), a
lower OS (p=0.009), and a shorter DFS (p=0.003).
In conclusion, this study has opened up new perspectives in Feline Mammary Oncology, especially by
having correlated, apparently, for the first time, the FMT molecular classification with its prognosis, as
well as its HER-2 overexpression with lower DFS. Therefore, this new classification apart from
contribute to the design of more effective therapeutics, can also help predict the clinical evolution of
each animal, in a similar way to what is described in Human Mammary Oncology.

Keywords: molecular classification, feline mammary tumors, Luminal A, Luminal B, HER-2 positive,
Triple-negative.
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CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES TUMEURS MAMMAIRES FELINS ET SA
PERTINENCE CLINIQUE

Résumé
Les tumeurs mammaires (TM) démontrent une hétérogénéité morphologique et biologique complexe,
qui détermine différents comportements cliniques et différentes réponses thérapeutiques. En 2011, une
nouvelle classification moléculaire a été approuvée en Oncologie Humaine avec l'intention d'effectuer
un diagnostic plus précis, une sélection de thérapie plus ciblée et un pronostic plus affirmée. Cette
classification est basée sur I'évaluation de l'expression des récepteurs de cestrogéne alpha (RE-a),
récepteurs de la progestérone (RP), récepteurs pour le facteur de croissance épidermique humain type Il
(HER-2) et de la protéine Ki-67, afin d'identifier et de regrouper les TM dans quatre sous-types
moléculaires qui présentent caractéristiques spécifiques: Luminale A (LA), Luminale B (LB), HER-2
positif et Triple-négatif (TN). En Oncologie Féline, lI'application commence a faire ses premiers pas,
n'existant pas, apparemment, aucun article publié sur sa valeur pronostique. Ainsi, les objectifs de cette
recherche ont été I'analyse de la prévalence, de I’homogénéité, des caractéristiques clinicopathologiques,
du temps de survie (TS) et du temps libre de maladie (TLM) des quatre sous-types moléculaires, aussi
bien que 1'étude d’autres facteurs de pronostic des tumeurs mammaires félines (TMF).
Le phénotype moléculaire de 80 masses présents dans 21 chats diagnostiqués avec carcinome
mammaire, suivi clinique entre le 18 mars 2009 et le 31 janvier 2015, a été déterminée en exécutant des
protocoles immunohistochimiques pour I'évaluation de I'expression des RE-a, RP, HER-2 et
détermination de l'indice Ki-67. Les associations statistiques ont été évaluées en utilisant le test exact
de Fisher, la méthode de Kaplan-Meier et le test du logrank, considérant la valeur de preuve (p) 0,05.
Le sous-type plus prévalente a été le LB (n=16; 76,2%), suivie par le HER2-positif (n=3; 14,3%), LA
(n=1, 4,75%) et TN (n=1, 4,75%). La classification moléculaire de toutes les masses tumorales présentes
dans chaque féline était concordant dans 47,6% des cas (10/21) et, bien qu’il n’y a eu aucune association
significative entre les caractéristiques clinicopathologiques et les différents sous-types moléculaires, le
phénotype LA présenté un profil moins agressif. L'analyse de survie a révélé une association
significative entre la classification moléculaire et les TS, avec sous-type HER2-positif présente un plus
mauvais pronostic (p=0,035). Cette association a été encore plus forte quand on a examiné uniquement
les sous-types plus prévalents: LB et HER-2 positif (p=0, 014). Le sous-type LA a montré un TLM long
(27 mois), tandis que le sous-type TN a montré un TLM court (5 mois). Le sous-type LB a exprimé un
TLM moyen de 13,3 mois, significativement supérieure a celle du sous-type de HER2-positif, qui a été
de 6 mois (p=0,043). La surexpression de HER-2 a été démontré étre associée a la présence de
métastases au moment du diagnostic (p=0,006), TS inférieurs (p=0,009) et TLM plus courts (p=0,003).
Cette étude a ouvert de nouvelles perspectives en Oncologie Mammaire Féline, en particulier a mettre
en corrélation, vraisemblablement, pour la premiére fois, la classification moléculaire des TMF avec
son pronostic, ainsi que sa surexpression de HER-2 avec TLM inférieures. Donc, cette nouvelle
classification en plus de contribuer a la conception de thérapeutiques plus efficaces, peut aider a prédire
I'évolution clinique de chaque animal, d'une maniere similaire & celle décrite dans I'Oncologie
Mammaire Humaine.

Mots-clés: classification moléculaire, tumeurs mammaires félins, Luminale A, Luminale B, HER-2
positif, Triple-négatif.
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14 — glandulas mamarias inguinais

IA — inibidor hormonal de aromatase

ICGC — International Cancer Genome Consortium

Id4 — inibidor de ligacdo ao ADN 4

ID — dominio de inibicéo

IGF-1 — fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
IGF-11 — fator de crescimento semelhante a insulina tipo Il
IGF-IR — recetor de IGF-I

IHQ — imunohistoquimica

ISH — hibridizag&o in situ

JAK — janus quinases

JNK — proteina quinase 8 ativada pelo mitogénio

JNKK - proteina quinase quinase 4 ativada pelo mitogénio
kDa — kilodalton

kg — quilograma

Ki-67 — marcador de proliferacéo celular Ki-67

LBD — dominio de ligacdo ao ligando

L-MTP-PE — muramil tripeptido fosfatidiletanolamina encapsulado em lipossomas
LMF — lesBes mamarias felinas

LOH — loss of heterozygosity

M — fase mitdtica do ciclo celular ou metéstase a distancia
MAPK - proteina quinase ativada por mitogénio
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METABRIC — MolEcular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium
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MIMV — Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
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MKI67 — gene que codifica a proteina Ki-67

MLPA — amplificacdo multiplex dependente de ligacdo de sonda
mm — milimetros

MMP — metaloproteinases de matriz extracelular

MMP-9 — metaloproteinase de matriz 9

MMTYV — homélogo do virus do tumor mamario dos murinos
MST1R - recetor de proteina estimulante de macréfagos
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1. Atividades desenvolvidas durante o estagio

No final da componente letiva do seu Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV), o
autor estagiou por um periodo de, aproximadamente, dez meses, em duas instituicdes de
prestigio: Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL) e Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort de ['Université Paris-Est Créteil Val-de-Marne (ENVA-UPEC).
Na primeira, desenvolveu atividades na area da Investigacdo Oncoldgica, enquanto na segunda
realizou atividades no &mbito da Clinica de Animais de Companhia, que serdo aqui descritas

sucintamente.

1.1. Centro de Investigacéo Interdisciplinar em Sanidade Animal (FMV-UL)

O trabalho apresentado nesta dissertacdo de mestrado foi desenvolvido, principalmente, no
Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA), Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa, entre setembro de 2012 e marg¢o de 2013, em paralelo
com o projeto de doutoramento intitulado “Molecular cytogenetic analysis of Feline Mammary
Carcinoma: correlation of morphological changes with DNA, mRNA and protein expression
levels of two possible prognostic fators HER-2 and TOP20. — new insights to improve diagnosis
and adjuvant chemotherapy” (referéncia SFRH/BD/70720/2010). Este ultimo foi financiado
pela Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT), CIISA e Biotecnol S.A., concebido em
colaboracdo com a Fundacdo Champalimaud, realizado pela Doutora Maria Jodo Soares, sob a
orientacdo do Professor Doutor Fernando Ferreira e co-orientacdo do Professor Doutor Jorge
Correia. O principal objetivo do presente estudo foi investigar a importancia da Classificagio
Molecular dos Tumores Mamarios Felinos (TMF) na sua avaliagao clinica.

Nas primeiras semanas, o aluno obteve uma formacao geral, relativamente, a algumas técnicas
moleculares realizadas no projeto supracitado, nomeadamente, Western Blot, Dot Blot e
Imunohistoquimica (IHQ). Nas semanas seguintes, cooperou no processamento de amostras
tumorais mamarias de 21 gatas e de amostras de metastases presentes em sete desses animais.
Este processamento incluiu algumas atividades de rotina do Laboratério de Anatomia
Patoldgica, como o exame e respetiva descricdo macroscopica, a inclusdo de fragmentos em
blocos de parafina, corte com o auxilio do micrétomo, coloracgéo e diagnostico histopatologico.
Posteriormente, o estudante colaborou com a Doutora Maria Jodo Soares na aplicacdo do
método de imunohistoquimica para avaliar a expressdo de recetores de progesterona (RP),
recetores de estrogénio alfa (RE-a), recetores do fator de crescimento epidérmico humano tipo
2 (HER-2) e do marcador de proliferacdo celular Ki-67, recorrendo a diferentes anticorpos,
protocolos e métodos de avaliagdo de imunomarcacdo, de modo a realizar a classificacdo
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molecular dos respetivos TMF. No total, analisou 75 massas tumorais e 5 lesdes ndo tumorais.

As caracteristicas clinicopatolédgicas (por exemplo (p.ex.) raca, idade, glandula maméria

afetada, tamanho tumoral, classificacdo histopatoldgica, grau de malignidade e presenca de

metastizacao), o tempo de sobrevida (TS) e o tempo livre de doenca (TLD) de cada animal

foram registados e, mais tarde, estudados estatisticamente.

No decorrer deste estagio, foi também possivel acompanhar a pratica de algumas técnicas

realizadas noutros projetos de Doutoramento em curso neste Centro de Investigacdo, como

p.ex.:

= Polimerase Chain Reaction (PCR) multiplex para detecdo de bactérias da espécie Salmonella
enterica e sua categorizagdo nos serovares Typhimurium ou Enteritidis, no projeto “Eggs and
chicken embryos as potential sentinels for flock and hatchery health”;

= Contagem e manutencdo de Toxoplasma gondii, no projeto “Microtubule cytoskeleton
remodeling during Toxoplasma gondii host cell invasion”;

= |dentificacdo de espécies de Culicoides com recurso a chaves dicotomicas, no “Projeto
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica para a Lingua Azul”;

= Imunofluorescéncia indireta para diagnéstico de Leishmaniose, técnica que faz parte da rotina
do laboratério de Parasitologia da FMV-UL.

Por fim, teve ainda a oportunidade de realizar uma apresentagdo com o tema “Classificagio

molecular do cancro de mama na mulher — Sua importancia no estudo do tumor mamario

felino” (Anexo 1) e de seguir alguns passos de dois projetos de mestrado, denominados

“Avaliacdo da Expressdo do Recetor HER-2 em Carcinomas Mamarios Caninos” e

“Quantificacdo do Dominio Extracelular do Oncogene HER-2 no Soro de Gatas com

Carcinomas Mamarios — Otimizacao e Relevancia Clinica”.

1.2. Centro Hospitalar Universitario Veterinario de Alfort (ENVA-UPEC)

Com o intuito de aprofundar, consolidar e aplicar os conhecimentos clinicos sobre os Animais
de Companhia adquiridos durante a componente letiva do MIMV, o estudante realizou também
um estagio no Centro Hospitalar Universitario Veterinario de Alfort (CHUVA) da ENVA-
UPEC, atraves do programa Erasmus, entre abril de 2013 e julho de 2013.

A escolha deste local de estagio deveu-se ao fato do mesmo ser um Centro de Referéncia
Europeu na prestacdo de cuidados de salde animal, localizado numa zona geografica
privilegiada, lle-de-France, onde existem cerca de 6 milhdes de cées e de gatos (30% da
populacéo total destes animais em Francga), sendo assim um dos Hospitais Veterinarios com

mais casuistica a nivel mundial (Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, 2013).
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Neste periodo de formacéo, o estudante cumpriu um programa de rotacao pelos servicos de
Medicina Interna, Cuidados Intensivos, Imagiologia, Urgéncias, Consultas de Especialidade,
Cirurgia e Anestesia, integrado em grupos mistos de alunos pré-finalistas e finalistas do curso
de Medicina Veterinaria lecionado na ENVA-UPEC.

Nas duas primeiras semanas, esteve cerca de 120 horas no servico de Medicina Interna
(repartidas em turnos de 12 horas). Nesta rotagéo, o aluno teve oportunidade de acompanhar
internamentos e consultas de medicina geral, num total de 32 casos clinicos (Anexo I1). No
internamento assegurou, em conjunto com colegas franceses, a monitorizacdo clinica,
terapéutica, alimentacdo, higiene, passeios e 0 bem-estar dos casos hospitalizados, e ajudou na
gestdo dos casos transferidos. Todas estas atividades foram supervisionadas através de rondas
clinicas realizadas duas vezes por dia, as 8h30 e as 17h, durante as quais 0s casos eram
apresentados de maneira sintética e precisa, salientando as principais fases da gestdo clinica dos
mesmos (anamnese, anomalias ao exame clinico, avaliacdo clinica, diagnostico diferencial,
hipoteses diagndsticas mais provaveis, tratamento e seguimento) aos Professores, Médicos
Assistentes, Residentes e/ou Internos, que faziam os ajustes necessarios. Nas consultas que
decorreram durante algumas manhds, o autor ficou encarregue com o seu grupo de trabalho de
realizar os primeiros passos dessas mesmas consultas, nomeadamente, anamnese, exame
clinico, elaboracéo de uma lista de diagnosticos diferenciais e de exames complementares mais
indicados (se fossem necessarios). Seguidamente, os respetivos casos eram apresentados e
discutidos com os Professores, Médicos Assistentes, Residentes e/ou Internos responsaveis, que
faziam as corre¢des adequadas e indicavam o rumo a adotar, bem como a terapéutica a instituir,
quando necessaria, na presenca do préprio dono. Os exames complementares e a condu¢do do
caso clinico dentro do hospital, a partir desse momento, ficavam a cargo dos estudantes que
iniciaram a consulta. Assim, durante estas semanas, foi possivel desenvolver uma interacéo
harmoniosa com todos os intervenientes, assegurar condicGes de antissepsia e desinfecdo
apropriadas, auxiliar na obtencdo de uma anamnese precisa e na execu¢do de um exame clinico
exaustivo, ajudar na organizagdo das informacGes recolhidas sob a forma de uma ficha
anamneésico-clinica, praticar uma correta contencdo dos animais, realizar os gestos técnicos
adequados para a obtencdo de amostras de sangue e de urina, discutir possiveis diagnésticos
diferenciais, seguir 0s exames complementares necessarios para 0 estabelecimento do
diagnostico e analisar eventuais propostas terapéuticas.

Na semana seguinte, o mestrando passou pelo servigo de Cuidados Intensivos, onde teve a
oportunidade de contactar com 20 casos clinicos (Anexo Il), ao longo de aproximadamente 54
horas (subdivididas maioritariamente em turnos de 12 horas). Neste servico, foi possivel avaliar

0s principais parametros vitais dos animais internados, por em pratica procedimentos de suporte
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das suas fungdes vitais, auxiliar na realizacdo de exames complementares e administrar a
terapéutica prescrita pelo clinico responsavel. Além disso, o estudante ajudou na elaboragédo de
relatérios médicos diérios e participou em rondas gerais de discussao dos casos internados.

A quarta semana deste estagio foi passada no servico de Imagiologia, no qual o estudante
acompanhou 39 casos clinicos (Anexo Il), durante cerca de 40 horas. Nesta rotacdo, assistiu
diariamente as rondas matinais de analise e discussdo das radiografias realizadas na véspera,
onde os respetivos relatorios, redigidos pelos Médicos Assistentes, Residentes e/ou Internos,
eram corrigidos pela Professora responsavel. ApoOs estas rondas, 0s estudantes
responsabilizavam-se pela realizacdo das radiografias (do torax, abdomen, esqueleto
apendicular e axial), regulando as constantes e o posicionamento do animal. Durante a tarde,
auxiliavam na execucao de ecografias. No Gltimo dia desta semana, todos realizaram ecografias
de modo auténomo. Assim, a participacdo nestas atividades, permitiu o aprofundamento dos
conhecimentos em interpretacao radiogréafica e ecogréafica.

A rotacdo seguinte foi em Urgéncias, com uma duragéo de 56 horas, que possibilitou ao aluno
contatar com 85 casos clinicos (Anexo Il). Neste servico, foram diversas as atividades
realizadas, como p.ex.: prestar os primeiros cuidados médicos em situacdes de emergéncia,;
estabelecer procedimentos de suporte das funcdes vitais; desenvolver uma atitude
tranquilizadora para os proprietérios; realizar consultas externas (de acordo com o modelo ja
descrito para as consultas de Medicina Interna); executar exames complementares (radiografias,
ecografias, analises bioquimicas, hemograma e urianalise) e monitorizar os animais presentes
no internamento deste servico.

Posteriormente, 0 mestrando passou duas semanas em Consultas de Especialidade, num total
de 85 horas, durante as quais observou 3 casos clinicos relacionados com a especialidade de
Nutri¢do, 22 casos de Dermatologia, 10 casos de Endocrinologia, 5 casos de Comportamento e
38 casos de Reproducdo (Anexo Il). Nas consultas de Nutricdo, acompanhou a Professora
responsavel na avaliacdo do estado corporal, saide nutricional dos pacientes e na formulacéo
de racOes adaptadas ao seu contexto clinico. Em Dermatologia e Endocrinologia, teve a
oportunidade de desenvolver uma atitude cordial com os proprietarios; auxiliar na realizagdo
de um exame clinico exaustivo e na recolha da historia pregressa; listar os sinais clinicos
observados mais significativos; organizar a informacao obtida sob a forma de uma ficha clinica;
formular um diagnostico diferencial e propor exames complementares para ajudar a estabelecer
o diagndstico definitivo. Foi ainda possivel executar alguns desses exames, como otoscopias,
teste da lampada de Wood, raspagens cutneas para pesquisa de parasitas e obtencdo de
amostras sanguineas para avaliagdes hormonais. No decorrer das consultas de Comportamento,

0 aluno analisou os comportamentos e temperamentos dos pacientes, diferenciando-os em
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normais, inadaptados e patologicos; identificou as principais causas dos problemas
comportamentais, distinguindo entre aqueles relacionados com o animal (p.ex. organicos ou
genéticos) ou com o ambiente; assistiu a terapéuticas comportamentais e auxiliou o Professor
responsavel na avaliagdo comportamental de um céo potencialmente perigoso. No que diz
respeito as consultas de Reproducéo, o estudante teve a oportunidade de acompanhar alguns
exames androldgicos e ginecoldgicos na espécie canina, propor e justificar hipdteses
diagndsticas coerentes, colaborar na colheita e nas avaliagcbes de sémen para inseminagao
artificial, praticar algumas ecografias de controlo de gestacdo, executar citologias vaginais,
obter amostras de sangue para doseamento hormonal em cadelas e auxiliar na prestacdo dos
primeiros cuidados médico-veterinarios a neonatos, apos a realizacdo de cesariana.

Na rotacdo pelo servi¢o de Cirurgia, o aluno passou duas semanas no Bloco Cirlrgico e nas
Consultas de Cirurgia, uma semana no Internamento de Cirurgia e uma semana dedicada
exclusivamente a Esterilizacdes. Nas duas primeiras semanas, contactou com 26 casos clinicos
no Bloco Cirurgico e com 51 casos clinicos nas Consultas de Cirurgia (Anexo Il), num periodo
de tempo de 90 horas. Nestas semanas, 0 estudante alternou entre estes dois servigos: um dia
era passado no Bloco Cirurgico e outro dia nas Consultas de Cirurgia, e assim, sucessivamente,
até ao término das mesmas. No Bloco Cirdrgico, ficou encarregue de realizar, com o seu grupo
de trabalho, por volta das 8 horas, 0 exame pré-operatdrio dos animais que iriam ser submetidos
a cirurgia nesse dia e de encaminhar esses mesmos animais para a equipa responsavel pela
preparacdo da anestesia. Os alunos eram entdo divididos pelas cirurgias a realizar naquele dia
e pelas respetivas salas, formando grupos de um ou dois Veterinarios (Professor(es),
Assistente(s), Residente(s) ou Interno(s); consoante a complexidade da operagdo) e dois
estudantes, em que um destes assumia as funcdes de instrumentista e o outro de ajudante de
cirurgido. Enquanto instrumentista, organizou o material cirurgico antes da cirurgia e facultou
ao cirurgido os instrumentos que este precisava durante a mesma. Como ajudante de cirurgido,
participou ativamente em algumas cirurgias, concedendo apoio na execucdo das manobras
cirargicas e realizando algumas suturas de encerramento (do musculo, do tecido subcutaneo
e/ou da pele). Quando finalizava estas atividades, ajudava na redacéo do relatdrio da cirurgia e
passava a atuar como circulante nas restantes cirurgias de tecidos moles e/ou de ortopedia, que
ocorriam nesse mesmo dia. Em relacéo as Consultas de Cirurgia, estas seguiram o modelo ja
descrito a propoésito das consultas de Medicina Interna, com a diferenca da casuistica ser
maioritariamente de ortopedia de segunda opinido e de avaliagfes pré ou pos-operatorias. No
final de cada turno, as 17h30, realizavam-se reunides entre os Professores, Médicos Assistentes,
Residentes e/ou Internos deste servico e 0s estudantes, com o intuito de analisarem e estudarem

as cirurgias que iriam ser feitas no dia seguinte, de modo a prepararem-se melhor para as
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mesmas. No Internamento de Cirurgia, o aluno acompanhou 15 casos clinicos (Anexo II), num
total de 54 horas, e desenvolveu atividades semelhantes as referidas no Internamento de
Medicina Interna (estes dois internamentos funcionam de modo idéntico). Na ultima semana
desta rotacdo, realizou com os seus colegas, durante as manhas, ovariectomias e orquiectomias,
sob a supervisdo de um Professor e de uma Médica Assistente. No total participou em 8 destas
cirurgias (Anexo Il), exercendo a funcdo de cirurgido em duas ovariectomias. Na parte da tarde,
ajudou nas consultas de seguimento poOs-operatorio (sobretudo de remocdo de suturas
cirurgicas). Nesta semana, acompanhou 34 consultas e o tempo que esteve dedicado a
cirurgias/consultas totalizou 45 horas (Anexo I1).

Entretanto, apos as duas primeiras semanas em Cirurgia, 0 estudante passou uma semana no
servico de Anestesia, onde foi possivel acompanhar 20 anestesias (Anexo Il), no decorrer de
um total de 40 horas. Enquanto anestesista, executou a preparacao do animal para a cirurgia
(tricotomia, lavagem e desinfecdo da zona a ser intervencionada), efetuou a anestesia
propriamente dita (administracdo da pré-medicacdo e da inducdo anestésica, realizacdo da
intubacdo traqueal ao animal, a sua condugdo para a sala de cirurgia e a monitorizagdo da
anestesia com recurso a compostos volateis) e assegurou a manutencao da lubrificacdo ocular
e 0 registo dos parametros vitais do animal no decurso da respetiva cirurgia (pressdo arterial,
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, reflexo palpebral, temperatura e saturacdo de
oxigenio). Apos a conclusdo da cirurgia, acompanhou o animal até este recuperar da anestesia
e normalizar todas as suas funges vitais, assegurando a sua transferéncia para o Internamento.
Posteriormente, auxiliou na redacdo do respetivo relatorio anestésico e acompanhou as restantes
cirurgias/anestesias. No final do dia, participou em reunifes entre os Médicos Assistentes,
Residentes, Internos e alunos, onde eram analisadas as cirurgias do dia seguinte e se
determinava quem se responsabilizava pelas respetivas anestesias, o que possibilitava a
preparacdo na vespera de todo o material anestésico necessario.

No término deste estagio, o aluno passou novamente uma semana no servi¢co de Cuidados
Intensivos, durante a qual contatou com 9 casos clinicos (Anexo I1), num total de 54 horas. As
atividades aqui desempenhadas foram as mesmas que as anteriormente referidas neste servico.
Por fim, depois de concluido o seu programa de estagio, teve ainda a oportunidade de realizar

voluntariado no servico de Urgéncias.



1.3. Comunicac0es cientificas

Alguns dos resultados obtidos durante a execucéo do trabalho desenvolvido nesta dissertagcdo

de mestrado foram publicados nos seguintes encontros cientificos:

= Soares, M.J.; Silva, T.; Beselga, A.; Correia, J. & Ferreira, F. (2013) - Avaliagdo da Homogeneidade
Molecular em Tumores Mamarios Felinos. IX Congresso Hospital Veterindario Montenegro —
Medicina e Cirurgia Felina. Organizado pelo Hospital Veterinario Montenegro, no Europarque.
Decorreu em Sta. Maria da Feira, nos dias 23 e 24 de fevereiro. Comunicagao oral.

= Soares, M.J.; Silva, T.; Correia, J.; Conceigdo, P. & Ferreira, F. (2013) - Molecular characterization
of the primary Feline Mammary Tumours and corresponding metastases. European Society of
Veterinary Oncology (ESVONC) Annual Congress. Organizado pela Sociedade Europeia de
Oncologia Veterinaria, na Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa. Decorreu em Lisboa,

nos dias 30, 31 de maio e 1 de junho. Comunicagao em painel.

=Silva, T.; Soares, M.J.; Correia, J. & Ferreira, F. (2014) - Classificagdo Molecular de Tumores
Mamarios Felinos: Importancia Clinica. VI Congresso da Sociedade Portuguesa de Ciéncias
Veterinarias — Ciéncias Veterindrias: Praxis e Futuro. Organizado pela Sociedade Portuguesa de
Ciéncias Veterinarias, no Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria. Decorreu em
Oeiras, nos dias 3, 4 ¢ 5 de abril. Comunicag@o em painel.

=Silva, T.; Soares, M.J.; Correia, J. & Ferreira, F. (2015) - Classificagdo Molecular dos Tumores
Mamérios Felinos e sua Caracterizagao Clinica. X1 Congresso Hospital Veterinario Montenegro —
Geriatria Sem Segredos. Organizado pelo Hospital Veterinario Montenegro, no Europarque.
Decorreu em Sta. Maria da Feira, nos dias 21 e 22 de fevereiro. Comunicagao oral.

= Silva, T.; Soares, M.J.; Correia, J. & Ferreira, F. (2015) - Importancia Clinica da Sobreexpressao da
Oncoproteina HER-2 em Tumores Mamarios Felinos. XI Congresso Hospital Veterinario
Montenegro — Geriatria Sem Segredos. Organizado pelo Hospital Veterindrio Montenegro, no

Europarque. Decorreu em Sta. Maria da Feira, nos dias 21 e 22 de fevereiro. Comunicagao oral.



2. Introducéo

Os tumores mamarios (TM) foram, aparentemente, os primeiros tumores sélidos a serem
diagnosticados na histéria da humanidade, no ano 2.500 a.C., por um médico egipcio da
Antiguidade, chamado Imhotep, que disso nos deixou o0 seguinte relato: “Eis que me deparo
com um caso de massas protuberantes no peito... inchagos volumosos, duros e em expansao
nessa zona do corpo. Tocar-lhes ¢ como mexer numa bola de trapos” (Mukherjee, 2012, p. 72).
Em relacdo a terapéutica, este destacado cirurgido, desconhecendo por completo as causas da
oncogénese mamaria, limitou-se a referir, humildemente, que “ndo existe nenhuma”
(Mukherjee, 2012, p. 72).

Hoje, passados cerca de 4.500 anos, a comunidade cientifica encara os tumores, na sua
generalidade, como o resultado de uma multiplicacdo celular anormal e excessiva que tende a
persistir, desordenadamente, com efeitos agressivos sobre o organismo, e define os tumores
mamarios malignos como um conjunto heterogéneo de células anormais do tecido mamario,
“crescendo de uma forma descontrolada, com capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de se
distribuirem por locais distantes da localiza¢do inicial, originando metastases a distancia”
(Portal de Oncologia Portugués, 2012). A Oncologia Maméaria assume, tanto em Medicina
Humana como em Medicina Veterindria, uma forte representacdo na casuistica clinica
médico-cirdrgica, pelo que tém sido investidos enormes recursos em projetos que possam
contribuir, de algum modo, para maximizar a qualidade e o TS dos pacientes oncoldgicos, com
0 objetivo final de se atingir a cura do cancro de mama. Estima-se que a incidéncia de TM em
humanos, a nivel global, seja de aproximadamente 1,4 milhdes de novos casos por ano,
traduzindo-se na principal causa de morte por cancro entre as mulheres (Ferlay et al., 2010).
Nos animais de companhia, apesar de existirem escassas estimativas, as neoplasias mamarias
tém suscitado cada vez mais interesse, devido ao aumento progressivo do nimero de novos
casos diagnosticados, o que esta relacionado sobretudo com o aumento da esperanga média de
vida destes animais nas recentes décadas. O cancro de mama é mais frequente em geriatria, pois
um maior tempo de vida implica um maior risco de oncogénese mamaria. Este aumento do
tempo de vida de cdes e de gatos esta associado a inimeros fatores, entre 0s quais se destacam
as melhorias ao nivel da nutricdo, da pratica clinica, a existéncia de leis mais rigorosas e,
possivelmente, a um vinculo afetivo cada vez mais intenso entre humanos e animais (Thurdczy
et al., 2007; Withrow, 2009).

As investigacdes que tém vindo a ser realizadas por equipas multidisciplinares no sentido de se
melhorar o entendimento do cancro e de se desenvolverem novas terapéuticas que
proporcionem o tratamento certo no momento certo a cada paciente, sdo cada vez mais

divulgadas através dos meios de comunicagdo (Withrow, 2009; Collins, 2010). Os proprietarios
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de pequenos animais revelam, atualmente, mais conhecimentos e maiores exigéncias no
tratamento dos seus animais com cancro. Assim, os Médicos Veterinarios devem estar bem
informados acerca dos avangos observados em Oncologia Humana, para que a propria
Oncologia Veterinaria acompanhe tais progressos e se desenvolvam verdadeiras sinergias entre
ambas, que proporcionem a descoberta e o aperfeicoamento de terapéuticas eficazes, num
ambiente de otimismo e de necesséria esperanca, de modo a melhorar-se o tratamento dos
pacientes oncologicos (Withrow, 2009). Na verdade, os proprios tumores mamarios caninos e
felinos tém sido constantemente sugeridos como bons modelos espontaneos para o estudo do
cancro de mama humano, em virtude das suas semelhancas (Peleteiro, 1994; Withrow, 2009;
Hughes & Dobson, 2012).

Um dos principais desafios atuais da Oncologia Mamaria relaciona-se com o facto dos TM,
tanto em humanos como em animais, apresentarem uma complexa heterogeneidade
morfoldgica e bioldgica, o que determina diferentes comportamentos clinicos e diversas
respostas terapéuticas (Eroles, Bosch, Fidalgo & Lluch, 2012; Hughes & Dobson, 2012; De
Abreu, Wells & Tsongalis, 2013). As classificagcdes convencionais manifestam um insuficiente
valor prognostico e/ou preditivo, pelo que abordagens inovadoras tém sido consideradas para
desvendar a base molecular de tal diversidade tumoral intrinseca, com o intuito de se alcancar
uma classificacdo com nitida importancia clinica, cientificamente bem alicercada, facilmente
aplicavel na rotina médica e garantidamente reprodutivel (McDermott, Downin & Stratton,
2011; Vollan & Caldas, 2011; Viale, 2012). Recentemente, analises de agrupamento
hierarquico de perfis de expressao genética e avaliagdes da imunoexpressao de uma combinacédo
de biomarcadores (RP, RE-a, HER-2 e Ki-67), tém contribuido para a concretizacdo de tal
objetivo por dissecarem molecularmente os tumores mamarios em, pelo menos, quatro subtipos
intrinsecos com caracteristicas especificas: Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo e Triplo-
negativo (Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001; Goldhirsch et al., 2011; Prat & Perou, 2011;
Vollan & Caldas, 2011; Viale, 2012; Eroles et al., 2012). Esta nova classificacdo molecular,
desenvolvida em Medicina Humana, fez com que os TM deixassem de ser analisados como
uma Unica doenca para passarem a ser estudados como um conjunto de doencas distintas, com
causas distintas, com fatores de risco distintos, com tratamentos distintos e com prognésticos
distintos (Perou et al., 2000; Weber, 2010; Colombo, Milanezi, Weigelt & Reis-Filho, 2011,
McDermott et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011; Reis-Filho & Pusztai, 2011; Eroles et al., 2012;
Portal de Oncologia Portugués, 2012). A estratificacdo das neoplasias mamarias em tais
subtipos tem sido de extrema relevancia na investigacdo de modernas terapéuticas dirigidas
(tailored treatment), para além de ajudar os médicos a discernir quais os protocolos terapéuticos

disponiveis que proporcionam os melhores resultados clinicos possiveis, mesmo antes de
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comecarem a tratar os pacientes, minimizando, assim, a exposi¢do a tratamentos prejudiciais
desnecessarios e otimizando os cuidados de saude globais (Collins, 2010; McDermott et al.,
2011; Portal de Oncologia Portugués, 2012).

O conhecimento do perfil molecular do TM é fundamental para que os clinicos efetuem um
diagnostico mais preciso, instituam uma terapéutica mais adequada e emitam um prognostico
mais assertivo. De facto, um dos principais objetivos da classificacdo molecular € o tratamento
de grupos de pacientes oncoldgicos selecionados com terapéuticas direcionadas para o perfil
genetico especifico das suas células neoplésicas, que sao, assim, mais eficazes e menos nocivas
para 0 seu organismo. A classificacdo molecular permite que a medicina tradicional, focada
numa populacéo indistinta de pacientes com tumores mamarios, comece a dar lugar a uma
medicina personalizada, que analisa ndo s6 as caracteristicas clinicopatoldgicas (p.ex. idade,
histéria pregressa, tamanho do tumor, ocorréncia de metastizacdo, estadio, tipo e grau
histologico), mas também determinados biomarcadores moleculares e o perfil genético
especifico dos tumores, que proporcionam, em conjunto, informagdes muito Gteis para o
delineamento de uma terapéutica apropriada e para a emissdo de um prognéstico correto
(Collins, 2010; McDermott et al., 2011; Sabatier, Gongalves & Bertucci, 2014). Na realidade,
o diagndstico molecular possibilita uma melhor compreensdo da oncobiologia mamaria e
conduz a uma pratica médica mais centrada no paciente, aumentando, assim, a probabilidade
de sucesso clinico, e diminuindo a morbilidade, o risco iatrogénico de sub ou sobre-tratamento
e 0 custo de terapéuticas que ndo fornecem beneficios significativos (Collins, 2010; McDermott
et al., 2011; Patani, Martin & Dowsett, 2013).

Muitos dos projetos de investigacdo a decorrer presentemente estdo orientados para a pesquisa
de biomarcadores com valor progndstico e preditivo, bem como para o desenvolvimento de
medicamentos direcionados contra alvos moleculares com importancia oncobioldgica ja
reconhecida, de modo a que terapéuticas inovadoras e exames de rastreio precisos estejam
disponiveis 0 mais rapidamente possivel (McDermott et al., 2011).

Num futuro préximo, muito presumivelmente, também em Medicina Veterinaria, o0 método de
diagnostico de TM incluira a analise da expressdo de biomarcadores moleculares, nos tecidos
neoplésicos e/ou em amostras sanguineas, com o intuito de fornecer informagdes fundamentais
sobre o respetivo processo oncologico (p.ex. subtipo molecular do cancro, mutagdes genéticas
envolvidas e TS estimado) (Ignatiadis et al., 2007; Lianidou & Markou, 2011; Lianidou,
Mavroudis & Georgoulias, 2013). O Médico Veterinario ird entdo poder administrar o
medicamento mais apropriado em relacdo ao biomarcador detetado, executando uma

terapéutica individualizada que aumentara a eficacia clinica.
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Contudo, em Oncologia Felina, a investigacdo nesse sentido ainda tem um longo caminho a
percorrer, sendo escassos 0s recentes progressos verificados na rotina clinica que contribuiram
para um aumento efetivo do TS dos felinos com TM. A classifica¢do das neoplasias mamaérias
nesta espécie ainda assenta, principalmente, em critérios clinicopatologicos de insuficiente
valor progndstico e/ou preditivo, ndo existindo praticamente nenhuma informacdo sobre a
eficdcia das modernas terapéuticas (prescritas nos casos de TM humanos) nos TMF. Na
verdade, apesar destes tumores estarem geralmente associados a um mau prognostico, os felinos
afetados apresentam uma ampla gama de tempos de sobrevivéncia, pelo que a investigacao de
novos fatores de prognostico e preditivos precisos € fundamental (Mills et al., 2014). Assim, o
estudo da classificagdo molecular dos TMF, tema desta dissertacdo, revela-se de crucial
importancia, dado os potenciais grandes beneficios que a mesma acarreta nesta espécie,
sobretudo no que diz respeito a um diagnostico mais rigoroso, a uma terapéutica mais
direcionada para o paciente e a um prognostico mais confiavel, bem como para um melhor
entendimento da oncobiologia e para a avaliagcdo da perspetiva promissora de que 0S mesmaos
sdo modelos adequados no estudo comparativo de TM humanos (Hughes & Dobson, 2012).
Atendendo ainda a que os TMF, na maioria das vezes, afetam mais do que uma glandula
mamaria, sdo multicéntricos e apresentam classificacdes histopatoldgicas distintas, a
investigacdo da sua homogeneidade molecular, tanto nos TM primarios como nas respetivas
metastases, também manifesta especial interesse, dado que podera ter sérias implicacGes
clinicas, nomeadamente na gestdo da terapéutica (pois a discordancia molecular desconhecida
podera conduzir a tratamentos sub-6timos) e dos custos associados a sua determinacdo (visto
que a analise de todas as massas tumorais podera acarretar despesas econémicas consideraveis)
(Peleteiro, 1994; Simmons et al., 2009; Aitken, Thomas, Langdon, Harrison & Faratian, 2010;
Brunetti et al., 2013; Beha et al., 2014).

Posto isto, os principais objetivos da presente dissertacdo sao o estudo da importancia clinica
da classificagdo molecular dos TMF, incluindo a avaliacdo da sua homogeneidade molecular, a
analise de possiveis associacdes estatisticas entre as suas caracteristicas clinicopatolégicas,
tempos de sobrevivéncia e 0s seus subtipos moleculares, bem como a pesquisa de outros
possiveis parametros que ajudem na previsdo do TS e do TLD de felinos com TM. A escassez
de estudos publicados sobre estas materias, incluindo a auséncia, aparente, de artigos que
correlacionem a classificagdo molecular com os tempos de sobrevivéncia dos respetivos felinos,
justifica plenamente a investigacdo aqui desenvolvida.

Na primeira parte, serdo revistos 0s principais acontecimentos historicos relacionados com 0s
tumores mamarios humanos e felinos, com o intuito de se apresentar uma contextualizacéo

genérica do conhecimento existente acerca dos mesmos, para depois se passar a uma analise
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mais focada nos TMF, com inicio na embriologia, histologia e anatomofisiologia da glandula
maméria felina (indispensavel para a correta compreensdo dos aspetos patoldgicos da
oncogénese mamaria) e nos dados epidemioldgicos acerca dos mesmos. Entdo, sera feita uma
revisdo da sua etiopatogenia (procurando desvendar a complexidade dos mecanismos
moleculares e celulares subjacentes), do seu diagnostico, da sua atual terapéutica, dos seus
fatores de progndstico (classicos e moleculares) e da sua importancia na Oncologia
Comparativa. Posteriormente, seré realizado um resumo dos principais avancos da Oncologia
GenoOmica, uma revisdo das razdes e dos progressos cientificos que conduziram a atual
classificacdo molecular dos tumores mamarios, uma descri¢do sucinta da mesma, incluindo as
suas vantagens e desafios, alguns dos principais métodos de diagndéstico genético disponiveis,
as implicacbes na prética clinica humana, as terapéuticas especificas para cada subtipo
molecular e uma descricdo dos biomarcadores habitualmente analisados, com o intuito de
melhor analisar a sua possivel aplicacdo nos TMF. Na parte experimental serdo analisados 0s
parametros clinicopatoldgicos e imunofenotipicos de 21 casos de TMF, seguidos clinicamente
entre 18 de margco de 2009 e 31 de janeiro de 2015, de modo a atingir-se os objetivos
supracitados. Por fim, sera realizada uma discussdo dos resultados obtidos e uma conclusdo
sobre os principais assuntos abordados no decorrer da dissertacdo, incluindo as perspetivas
futuras da aplicacéo da classificacdo molecular em TMF.

O grande interesse desenvolvido pelo autor na &rea da Oncologia e a oportunidade de estagiar
num Centro de Investigacdo que permite desenvolver habilidades, talentos e uma visao
abrangente num ambiente em constante evolucdo cientifica, onde prima a exceléncia
académica, a dignidade e o compromisso com valores éticos elevados, conduziram a escolha

do trabalho aqui apresentado.
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3. Revisdo bibliografica
3.1. Contextualizagdo historica dos tumores mamarios

A primeira referéncia historica de tumores mamarios encontra-se, provavelmente, num papiro
egipcio de quatro metros e meio de comprimento que tera sido escrito no seculo VIl a.C. e que
se pensa ser uma transcricdo de um manuscrito datado do ano de 2.500 a.C., com ensinamentos
médicos do referido cirurgido Imhotep, onde consta ndo existir qualquer tratamento para o0s
mesmos (Mukherjee, 2012). De facto, s6 passados 2.000 anos, é que surge 0 primeiro registo
da forma mais primitiva de mastectomia, no ano 500 a.C., realizada por um escravo grego a
rainha Persa, Atossa, esposa de Dario, que terd sobrevivido a cirurgia, ndo existindo, ainda
assim, qualquer conhecimento acerca de como ou quando a mesma terd morrido. Por volta do
ano 400 a.C., Hipdcrates introduziu a designacao de karkinos (“caranguejo”), devido aos vasos
sanguineos dilatados em forma de patas de crustaceo, que rodeiam os tumores, fazerem lembrar
um caranguejo enterrado na areia, com os membros salientes em circulo. Entretanto, emergiu o
vocabulo grego onkos, que significava “massa”, “carga” ou “fardo”, relacionado com a
designacdo moderna da Oncologia e que simboliza o fardo que o cancro representa. Em 168
d.C., Galeno prop0s a hipdtese obscura dos tumores se deverem a uma sobredosagem sistémica
de bilis negra, que conduziu as “sangrias profilaticas e terapéuticas”. No século XVI, Vesalio
comprovou que a bilis negra, a hipotética causadora do cancro e da depressdo, ndo existe.
Muitos dos tratamentos sugeridos nesta época baseavam-se, entdo, em sangue de ra, placas de
chumbo, &gua benta, pasta de caranguejo e quimicos causticos. Em meados de 1890, Halsted
realizou as mastectomias radicais, que incluem a excisao do tumor, dos musculos profundos e
dos nédulos linfaticos. No século XX, apareceu a radio-oncologia e a quimioterapia associadas
a mastectomia simples (Veronesi et al., 1981; Fisher et al., 1985; Mukherjee, 2012). Na década
de 1970, foram descobertos os recetores de estrogénio e desenvolveu-se o primeiro farmaco
anti-estrogenio, o tamoxifeno, que revelou diminuir o risco de recidivas precoces (Cole, Jones
& Todd, 1971; Ward, 1973). Em 1982, descobriu-se o oncogene neu, em neuroblastomas de
murganhos (Padhy, Shih, Cowing, Finkelstein & Weinberg, 1982), e em 1984, 0 seu homologo
humano HER-2/neu (Schechter et al., 1984). No ano de 1985, verificou-se amplificagdo deste
gene em TM humanos (King, Kraus & Aaronson, 1985). Em 1987, tal amplificacdo foi
correlacionada com menores TS e TLD (Slamon et al., 1987). Em meados da década de 1990,
surgem as primeiras evidéncias acerca da existéncia de genes relacionados com a
susceptibilidade hereditaria ao desenvolvimento de tumores mamarios (Hall et al., 1990), com
0 Breast Cancer 1 (BRCA-1) e o Breast Cancer 2 (BRCA-2) a serem identificados em 1994
(Miki et al., 1994; Wooster et al., 1994). No ano de 1998 foi aprovada pela Food and Drug
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Administration (FDA) a primeira terapéutica direcionada contra 0 HER-2: o anticorpo
monoclonal humanizado trastuzumab (Slamon et al., 2001). Em 2000, foi proposta a
classificacdo molecular em diferentes subtipos associados a terapéuticas e progndsticos
distintos (Perou et al., 2000). Mais recentemente, o proprio genoma dos tumores tem sido
sequenciado, de modo a identificar-se todas as mutacdes existentes em todos 0s genes, para,
posteriormente, ser possivel a sua organiza¢ao em algoritmos que permitam o reconhecimento
dos “caminhos-chave”, que contribuem para o crescimento e sobrevivéncia do cancro, e 0
desenvolvimento de terapéuticas direcionadas contra esses mesmos “caminhos” (Stratton,
Campbell & Futreal, 2009; Vollan & Caldas, 2011; Mukherjee, 2012; Alexandrov et al., 2013).
Em Oncologia Felina, os recetores de estrogénio também foram estudados na década de 1970,
sem existirem, porém, estudos acerca da eficacia de terapéuticas dirigidas contra 0s mesmos
(Hamilton, Else & Forshaw, 1976). O homologo felino do gene HER-2/neu (fHER-2/neu) sé
foi identificado e associado a pior prognostico em 2005 (De Maria et al., 2005; Millanta,
Calandrella, Citi, Santa & Poli, 2005b; Winston, Craft, Scase & Bergman, 2005), e a sua
amplificacdo s6 foi detetada, numa diminuta percentagem de casos, em 2007 (Ordas, Millan,
Dios, Reymundo & Mulas, 2007). Ainda assim, o valor prognostico da expressdo do homoélogo
felino do HER-2 (fHER-2) ainda suscita duvidas (Rasotto, Caliari, Castagnaro, Zanetti &
Zappulli, 2011; Santos et al., 2013) e ndo existem, supostamente, artigos publicados acerca dos
tempos de sobrevivéncia dos diferentes subtipos moleculares em TMF.

3.2. Embriologia, histologia e anatomofisiologia da glandula maméaria felina

A presenca de glandulas mamaérias (GM), caracteristica exclusiva ou autapomorfia dos
mamiferos, concede importantes vantagens de sobrevivéncia, principalmente, por permitir uma
alimentacdo eficiente dos neonatos. Estes ao nascerem sem dentes, com as maxilas e as
mandibulas relativamente imaturas facilitam o seu parto, sendo que a succédo do colostro e, mais
tarde, do leite produzido pelas GM maternas, faz com que figuem menos dependentes de fatores
ambientais favoraveis e menos vulneraveis a imprevistos da natureza (Cunningham, 2004).

As GM, a semelhanca de outras glandulas cuténeas, tém a sua origem na ectoderme
embrionaria, surgindo inicialmente sob a forma de espessamentos lineares, bilaterais,
simétricos e paralelos, que se estendem desde a regido axilar até a regido inguinal da parede
ventral do tronco, designados de linhas ou cristas mamarias, direita e esquerda (Young &
Heath, 2001; Cunningham, 2004; Jungueira & Carneiro, 2004; Sadler, 2005; Goncalves &
Bairos, 2006; Konig & Liebich, 2006; David, 2010). No embrido, estas linhas séo separadas
pelo sulco intermamario e interrompidas por botbes mamarios, onde proliferam células

epiteliais e se desenvolvem, posteriormente, as células secretoras de leite, de modo a formarem
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concavidades que submergem na mesoderme subjacente, denominadas de tubulos e de alvéolos,
que sdo as “unidades fundamentais de secregdo de leite da glandula mamaria” (Cunningham,
2004, p. 418). A conexao destas unidades com a superficie epitelial é feita através de um sistema
de ductos que drenam em cada glandula num ducto final excretor, o ducto lactifero ou
galactoforo que, por sua vez, se abre numa pequena fossa epitelial (Young & Heath, 2001;
Jungueira & Carneiro, 2004). Depois do nascimento, esta fossa transforma-se numa estrutura
cutdnea denominada papila mamaria ou mamilo. Nas gatas, surgem no total 6 a 8 ductos
lactiferos por papila mamaria, que correspondem a glandulas independentes (Kénig & Liebich,
2006). Nos machos, apesar das papilas mamarias se desenvolverem, o tecido glandular formado
a partir do corddo mamario basal é escasso ou inexistente (Cunningham, 2004; Goncalves &
Bairos, 2006). Podem ocorrer algumas anormalidades embrioldgicas, entre as quais se destacam
a politelia (ocorre quando surgem papilas mamarias supranumerarias, devido a persisténcia de
partes da linha mamaria), a polimastia (condicdo em que se formam GM completas
supranumerarias, a partir de um remanescente da linha mamaria) e a papila mamaria invertida
(situacdo em que a fossa epitelial original ndo sofreu eversdo) (Sadler, 2005).

A nivel histolégico, a GM € constituida por porcbes secretoras tubulares e alveolares,
delimitadas por tecido conjuntivo, com maior ou menor quantidade de tecido adiposo, que
confluem num sistema de ductos ramificados, pelo que é descrita como um conjunto de
glandulas tubulo-alveolares compostas. Em relacdo a eliminacéo da secre¢do, € classificada em
apocrina, pois a fracao lipidica do seu produto de secrecdo contém parte do citoplasma das suas
células secretoras (Young & Heath, 2001; Jungueira & Carneiro, 2004; Goncalves & Bairos,
2006). As unidades glandulares tubulo-alveolares morfofuncionais, contidas em tecido
conjuntivo laxo e muito vascularizado, agrupam-se em I6bulos mamarios, que sdo separados
entre si por septos de tecido conjuntivo interlobular moderadamente denso. A associacdo de
varios l6bulos forma, entretanto, estruturas maiores, envolvidas por feixes de tecido conjuntivo
mais denso e menos vascularizado, designadas de lobos mamarios. A secre¢do proveniente dos
tibulos e dos alvéolos drena para os ductos terminais intralobulares, destes para os ductos
interlobulares e depois para os ductos lactiferos, que se dilatam em seios lactiferos, antes de se
comunicarem de forma autébnoma com o exterior através de Ostios papilares presentes na papila
mamaria (Peleteiro, 1994; Konig & Liebich, 2006). Cada lobo mamario corresponde a uma
glandula tabulo-alveolar composta individualizada com um ducto lactifero proprio (Young &
Heath, 2001; Jungueira & Carneiro, 2004). Os tubulos, alvéolos e ductos sdo revestidos por
dois tipos de células: um tipo luminal de células epiteliais e um tipo basal de células
mioepiteliais. Nos ductos lactiferos, existe uma dupla camada de células epiteliais luminais

cilindricas e/ou cubicas, enquanto nos ductos intralobulares e interlobulares o epitélio de
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revestimento é simples, mas também cilindrico e/ou cubico (Peleteiro, 1994; Young & Heath,
2001; Jungueira & Carneiro, 2004; Peleteiro et al., 2011). Nos tabulos e nos alvéolos existem
celulas epiteliais simples que variam de cilindricas baixas a cubicas, especializadas na secrecdo
de leite, as chamadas células secretoras. As células mioepiteliais surgem sob a forma de uma
camada continua de células achatadas, entre a base das células epiteliais e as respetivas
membranas basais, ao longo dos ductos de maior calibre, que se torna descontinua ao nivel dos
ductos de menor calibre, tdbulos e alvéolos; e tém a capacidade de se contrairem de modo a
promoverem a propulsdo e eliminacdo da secre¢do produzida, pois apresentam na sua
constituicdo um grande numero de filamentos de actina e de miosina (Gongalves & Bairos,
2006; Peleteiro et al., 2011).

Toda esta organizacdo histol6gica da GM varia consoante o sexo, a idade (impubere ou plbere)
e o estado fisiologico (fase do ciclo éstrico, gestante ou ndo gestante, lactante ou ndo lactante)
(Figuras 1 e 2). Numa felina impubere apresenta-se muito pouco desenvolvida, com um sistema
tibulo-alveolar e ductal rudimentar; mas na altura da puberdade (em média entre 0s 6 e 0s 12
meses de idade), sob a acdo de estrogénios, ocorre um aumento significativo da sua estrutura
glandular, apesar do seu volume externo permanecer praticamente inalterado (a acumulacéo de
células adiposas no tecido interlobular € reduzida) (Peleteiro, 1994; Cunningham, 2004). Os
ciclos éstricos provocam alterages ciclicas discretas no epitélio dos ductos, nomeadamente nos
seus lumens que se tornam mais ou menos evidentes consoante a influéncia das hormonas
ovaricas (Goncalves & Bairos, 2006; Konig & Liebich, 2006). No decorrer da gestacdo,
principalmente, na sua fase final, a acdo sinérgica do estrogénio, progesterona, prolactina,
somatotropina, somatomamotropina placentaria e glucocorticéides, conduz a um
desenvolvimento mais intenso da GM, ocorrendo uma proliferacdo marcante dos ductos
intralobulares, tubulos e alvéolos secretores, conforme ilustrado na Figura 3 (Peleteiro, 1994;
Cunningham, 2004). Um pouco antes do parto, o nimero de linfocitos e plasmacitos presentes
no tecido conjuntivo intralobular aumenta consideravelmente, sendo responsaveis pela secrecéo
de imunoglobulinas presentes no colostro (primeira secrecdo mamaria ap6s o parto), que
conferem imunidade passiva ao recém-nascido. Subsequentemente, durante a lactagdo, as
unidades tubulo-alveolares apresentam-se distendidas, separadas por septos de tecido
conjuntivo muito finos e a maioria delas preenchidas por secrecdo lactea (nem todas se
encontram ativas ao mesmo tempo, o que faz com que algumas se encontrem vazias), atingindo-
se 0 tamanho méximo das GM (Peleteiro, 1994; Goncalves & Bairos, 2006). A forma das
células secretoras passa a ser, predominantemente, clbica, achatada e de reduzidas dimensdes
(Jungueira & Carneiro, 2004).
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Figura 1 — Observagdo histologica da Figura 2 — Observacdo histologica da
glandula mamaria ndo lactante (adaptado glandula mamaria lactante (extraido de
de Gon(;alves & Bairos, 2006) Gongalves & Bairos, 2006)

Ducto mterlobular (DI) Teudo conjuntlvo Alveolos secretores'dlstendldos (As) Septos

interlobular ~ (It).  Tecido  conjuntivo de tecido conjuntivo interlobular (S). Septos
intralobular (I). Alvéolos secretores (As). de tecido conjuntivo intralobular muito finos
Tecido adiposo (Ad). entre os alvéolos secretores (As).

As principais hormonas que estimulam esta fase de lactogénese sdo a prolactina (libertada pela
hipdfise anterior através de um reflexo neuro-hormonal promovido pela suc¢do do neonato), a
somatomamotropina placentaria e os glucocorticdides adrenais (Figura 3). Porém, a
somatotropina, o0 estrogénio e a progesterona também desempenham um importante papel.
Estas duas Gltimas hormonas inibem a secrecao de leite, o que faz com que a queda precipitada
dos seus niveis, logo apds o parto, seja fundamental para a promocéo da lactacdo (Young &
Heath, 2001). O fenémeno de libertagdo do leite ocorre sob influéncia da ocitocina que, sendo
produzida no hipotdlamo e secretada para a circulagdo na hipéfise posterior, também como
resposta aos estimulos sensoriais gerados durante o ato de amamentacdo, estimula diretamente
a contracdo das células mioepiteliais e, assim, impele o leite pelo sistema ductal ramificado,
originando-se 0 designado reflexo ejetor do leite. O término da Iactagéo esta em grande parte
hormonas hipofisarias e, por sua vez, a regressao do volume da GM, ocorrendo uma reabsorcao
(mediante degenerescéncia por apoptose e fagocitose por macrofagos) das células tubulo-
alveolares, desenvolvidas no decorrer da gestacdo, e um aumento da espessura dos septos
conjuntivos (Peleteiro, 1994; Young & Heath, 2001; Konig & Liebich, 2006).
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Figura 3 — Hormonas envolvidas nas modificacGes estruturais e
funcionais da glandula maméria (adaptado de Cunningham, 2004).
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CRESCIMENTO LOBULO-ALVEOLAR

Em termos anatémicos, a gata possui quatro pares de GM paralelas a linha branca ventral do
tronco e alinhadas simetricamente num grupo tordcico (T1), abdominal anterior (AZ2),
abdominal posterior (A3) e inguinal (14) (Peleteiro, 1994). No entanto, existem autores que
aplicam uma denominacdo diferente, dividindo-as em dois pares toracicos (T1 e T2) e dois
pares abdominais (Al e A2), e referindo que, ocasionalmente, pode estar presente um quinto
par de GM rudimentares na regido inguinal (Tyler, 2002; Raharison & Sautet, 2006; Giménez,
Hecht, Craig & Legendre, 2010).

A irrigacdo arterial dos dois pares anteriores, T1 e A2 (ou T1 e T2), é feita através dos ramos
mamarios dos vasos toracicos laterais (da artéria axilar; s6 no T1), intercostais (lateralmente),
toracicos internos (medialmente) e epigastricos superficiais craniais (da artéria toracica interna;
s6 no A2 ou T2) (Hedlund, 2008; Gimeénez et al., 2010). Os dois pares posteriores, A3 e 14 (ou
Al e A2), sdo irrigados pelos vasos epigastricos superficiais caudais (da artéria pudenda
externa), e 0 A3 (ou Al) também pelos vasos epigastricos superficiais craniais (Koénig &
Liebich, 2006; Hedlund, 2008). A drenagem venosa acompanha de perto a irrigagéo arterial,
sendo realizada pela veia epigastrica superficial cranial, proveniente da veia epigastrica cranial,
que, por sua vez, deriva da veia toracica interna; e pela veia epigastrica superficial caudal que
direciona o sangue para a veia pudenda externa. Existem anastomoses entre as artérias
epigastricas superficiais craniais e caudais, e, respetivamente, entre as veias epigastricas
superficiais craniais e caudais, que podem ser responsaveis pela propagacdo de tumores
mamarios malignos, entre pares de GM homolaterais (A2, A3 e 14; ou T2, Al e A2) (Kbnig &
Liebich, 2006; Hedlund, 2008; Gimeénez et al., 2010). Algumas veias de menores dimensoes
atravessam a linha branca, o que leva a colocar-se a hipotese das mesmas estarem relacionadas
com a ocorréncia de metastases entre pares contralaterais (Giménez et al., 2010). Similarmente,

a drenagem venosa dos pares T1 e A2 (ou T1 e T2) mediante as veias toracicas internas e
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intercostais, pode permitir a disseminacdo de tumores mamarios para a cavidade toracica
(Giménez et al., 2010).

No que diz respeito a circulacdo linfatica, as glandulas mamarias felinas (GMF) anteriores T1
e A2 (ou T1 e T2) apresentam anastomoses entre si (segundo alguns autores) e drenam
cranialmente nos linfonodos esternais, axilares e, em alguns casos, nos cervicais superficiais
(Figura 4 e 5). As GMF posteriores A3 e 14 (ou Al e A2) também tém, possivelmente,
anastomoses linfaticas entre si e drenam caudalmente nos linfonodos iliacos mediais e inguinais
superficiais (Figuras 4 e 5) (Peleteiro, 1994; Hedlund, 2008; Gimenez et al., 2010). Porém, num
estudo de Raharison e Sautet (2006), verificou-se que as A2 e A3 (ou T2 e Al) drenam, por
vezes, em ambas as dire¢cOes, mas as T1 somente no sentido cranial e as 14 (ou A2)
exclusivamente na direcdo caudal (Figura 4). No mesmo estudo, ndo se analisaram quaisquer
anastomoses existentes entre as GMF adjacentes ou entre as glandulas esquerdas e direitas
(Raharison & Sautet, 2006; Giménez et al., 2010). No entanto, estdo descritas conexdes entre
os linfonodos inguinais superficiais direito e esquerdo (Konig & Liebich, 2006). Este
conhecimento da drenagem linfética revela-se muito importante clinicamente, visto que permite
uma melhor identificacdo de possiveis metastases tumorais (Konig & Liebich, 2006).

Por fim, a inervacdo das GMF € assegurada por fibras nervosas sensoriais cutaneas e por fibras
nervosas autdbnomas (simpaticas e parassimpaticas). Os nervos envolvidos sdo os intercostais,

ilio-hipogastrico, ilio-inguinal e genitofemoral (Kénig & Liebich, 2006).

Figura 4 — Drenagem linfatica das glandulas Figura 5 — Drenagem linfatica e venosa das
mamarias felinas (adaptado de Raharison & glandulas mamarias felinas (adaptado de
Sautet, 2006). Giménez et al., 2010).
Ln Est Ln AX. veia toracica lateral 4\\ /.'
23 % A 100 % | -
100 % ! A ) 65 %

- 100 % I
Ll /

Ln. LS.

Linfonodo esternal (Ln. Est.). Linfonodo
axilar (Ln. Ax.). Linfonodo inguinal
superficial (Ln. 1. S.).

19



3.3. Tumores mamarios felinos

3.3.1. Epidemiologia

Os TM séo a terceira neoplasia mais comum nos gatos domesticos (Felis catus), a seguir aos
tumores da pele e aos tumores linfohematopoiéticos (Lana, Rutteman & Withrow, 2007;
Giménez et al., 2010; Sorenmo, 2011a). Nesta espécie, existe pouca informacao epidemiolégica
na literatura, ndo obstante, os dados disponiveis indicam uma incidéncia anual de 12,8 por
100.000 felinos e de 25,4 por 100.000 gatas, representando aproximadamente 12% do total das
neoplasias nos felideos e 17% das neoplasias nas gatas (Peleteiro, 1994; Misdorp, 2002; Breen,
2009). Esta incidéncia varia de acordo com a localizacdo geografica analisada, uma vez que
estd correlacionada com a aceitacdo cultural das politicas de esterilizacdo, que diminuem a
probabilidade de ocorréncia de TMF (p.ex. no Reino Unido as esterilizacbes s&o mais
frequentemente realizadas do que nos paises Escandinavos) (Morris, 2013). Nas gatas, 0s TM
sdo muito menos comuns do que nas mulheres (97/100.000) e nas cadelas (198/100.000), porém
apresentam maior agressividade e malignidade (80-90%), uma forte tendéncia para recidivarem
e metastizarem, pelo que é essencial o diagndstico precoce e a instituicdo da terapéutica
adequada, de modo a melhorar a qualidade e 0 TS das mesmas, que em média é de 8 a 12 meses
(Misdorp, 2002; Lana et al., 2007; Ferlay et al., 2010; Hedlund, 2008; Giménez et al., 2010;
Sorenmo, 2011a; Hughes & Dobson, 2012; Soares, Correia, Carvalho & Ferreira, 2012;
Brunetti et al., 2013). Nos gatos machos, a incidéncia é extremamente baixa (1-5% dos TMF)
(Peleteiro, 1994; Morris, 2013), mas quando ocorrem, demonstram, aparentemente,
caracteristicas clinicas muito semelhantes aos carcinomas mamarios que surgem nas fémeas
(Skorupski et al., 2005; Jacobs, Hoppe, Poehlmann, Ferracone & Sorenmo, 2010).

Diversos autores indicam que os felinos das racas Europeu Comum (ou Pélo Curto) e Siamesa
parecem ter maior predisposicdo para desenvolverem TM, por ocorrerem nestes,
aparentemente, varios TM em geragdes muito proximas e huma idade mais precoce do que na
generalidade das restantes racas (Hayes, Milne & Mandell, 1981; Misdorp, 2002; Fleurisson,
2005; Overley et al., 2005; Munson & Moresco, 2007; Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Morris,
2013). Existem referéncias de que os gatos Siameses manifestam o dobro do risco de serem
afetados por neoplasias mamarias no decurso da sua vida, comparativamente com felinos de
outras ragas (Lana et al., 2007). Num estudo epidemiolégico sobre TM, com uma amostra
populacional de 224 felideos, verificou-se a presenca destes tumores em Europeus Comuns
(77,6%), Persas (7,5%), Siameses (6,3%) e num Bosque da Noruega (0,6%) (Costa, 2010).
Neste contexto, Peleteiro (1994) menciona que a caracterizacdo da populacédo felina é um
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enorme desafio, sendo muito mal conhecida a propor¢éo das suas diversas ragas, pelo que sera
incorreto afirmar-se que existe predisposicdo de determinada raca.

Os gatos domésticos sdo diagnosticados com TM numa idade média entre os 10 e os 12 anos,
existindo registos entre os 9 meses e 0s 23 anos (Peleteiro, 1994; Lana et al., 2007; VSSO,
2008). No entanto, esta doenca, na raca Siamesa, parece surgir numa idade mais precoce — em
média aos 9 anos (Hayes et al., 1981; Fleurisson, 2005; Lana et al., 2007; VSSO, 2008).
Inversamente, segundo Skorupski et al. (2005), os gatos machos apresentam uma idade mais
tardia no momento do diagnostico de TM — em média aos 12,8 anos.

De acordo com Misdorp (2002), o racio estimado entre TMF malignos e benignos situa-se no
intervalo de 4:1 a 9:1; enquanto na cadela é de aproximadamente 3:7 a 2:3 (Misdorp, Else,
Hellmen e Lipscomb, 1999; Fleurisson, 2005). Todavia, a exatiddo destes racios é questionavel,
devido a muitos tumores ndo serem removidos cirurgicamente e/ou ndo serem enviados para
analise histopatoldgica (Peleteiro, 1994). A maioria dos TM malignos nos felinos sdo
adenocarcinomas simples provenientes do epitélio luminal glandular dos subtipos histoldgicos:
carcinoma tubulo-papilifero, carcinoma sélido e carcinoma cribiforme (Misdorp et al., 1999;
VSSO, 2008; Morris, 2013). A ocorréncia de tumores complexos, constituidos por células
luminais e mioepiteliais, € muito rara em comparagdo com o0s cédes, embora também possa estar
associada com um melhor progndstico (Seixas, Pires & Lopes, 2008; Morris, 2013). Os TMF
benignos sdo menos comuns (10-20%), mas destes 0s mais observados séo os fibroadenomas e
0s extremamente infrequentes sdo 0s adenomas simples e os papilomas ductais (Morris, 2013).
Podem ocorrer alteraces ndo tumorais, denominadas de displasias ou de hiperplasias
mamarias, e destas, a hiperplasia fibroepitelial ou fibroadenomatose é a mais comumente
relatada e afeta sobretudo gatas jovens, ndo esterilizadas e/ou submetidas a tratamentos com
progestagénios (VSSO, 2008; Sorenmo, 2011a).

3.3.2. Etiologia e patogenia

A oncogenese maméria € um processo complexo que ocorre em VArias etapas e que se
desenvolve apds a intervencgdo de diversos fatores carcinogénicos enddgenos e/ou exdgenos.
Estes, muitas vezes, agem de forma sinérgica como iniciadores e/ou promotores dos TMF, por
induzirem alteragdes genéticas que aumentam, diminuem ou eliminam a normal atividade das
proteinas envolvidas na regulacdo do crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular
(Peleteiro, 1994; Lodish et al., 2005). Contudo, o conhecimento sobre a agdo concreta dos
diversos agentes etiolégicos nos TMF € ainda, na maioria dos casos, limitado e insuficiente
(Misdorp, 2002; Lagadic, 2005). Ainda assim, serdo de seguida revistas algumas das

informagdes existentes acerca dos fatores potencialmente envolvidos no desencadeamento
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destas neoplasias, incluindo, tanto quanto possivel, os seus mecanismos patogenicos (fatores

enddcrinos, genéticos, nutricionais, virais, fisicos e quimicos).

3.3.2.1. Fatores enddcrinos

As flutuacdes hormonais associadas ao ciclo éstrico influenciam o desenvolvimento dos
tumores mamarios, tanto nas cadelas como nas gatas, conforme demonstram os efeitos da
ovariohisterectomia/ovariectomia e dos tratamentos endocrinos nestas espécies (Misdorp,
Romijn & Hart, 1991; Peleteiro, 1994; Misdorp, 2002; Morris, 2013).

A esterilizacdo das gatas antes dos seis meses de idade diminui em 91% o risco destas terem
carcinomas mamarios, comparativamente as gatas inteiras, e a esterilizagdo antes de um ano de
idade revela uma redugéo de 86% do mesmo risco (Overley, Shofer, Goldschmidt, Sherer
& Sorenmo, 2005). Neste sentido, diferentes autores mencionam que as gatas nao sujeitas a
ovariectomia apresentam um risco sete vezes maior do que as ovarioectomizadas até aos seis
meses de idade (Peleteiro,1994; Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Morris, 2013). Porém, o efeito
preventivo da esterilizacdo parece diminuir drasticamente ou ndo existir aps os dois anos de
idade (Sorenmo, 2011a).

A administracdo regular de progestagénios sintéticos e/ou de combinagfes de progesterona e
de estrogénio (normalmente para tratar dermatoses pruriginosas, prevenir o estro e/ou 0
comportamento agressivo), esta associada a um risco trés vezes superior de manifestacdo de
neoplasias mamarias benignas e/ou malignas em felinos de ambos 0s sexos, bem como de
hiperplasias fibroepiteliais (Misdorp, 2002; Lagadic, 2005; Lana et al. 2007; VSSO, 2008;
Jacobs et al., 2010; Sorenmo, 2011a). Estas Gltimas, também tém sido relacionadas com o
aumento de progesterona enddgena durante a gestacdo. Estudos com felinos selvagens de
parques zooldgicos (p.ex. jaguares e tigres) revelam que a utilizacdo frequente do acetato de
megestrol (AMG; progestagénio sintético) esta correlacionada com o aparecimento de
carcinomas mamarios de elevado grau de malignidade (McAloose, Munson & Naydan, 2007;
Munson & Moresco, 2007). Alguns autores justificam este efeito oncogénico do AMG com o
facto de, possivelmente, ndo suprimir a foliculogénese nem a ovulagdo, deixando o animal
exposto a picos regulares de estrogénios, bem como a niveis elevados e continuos de
progesterona, que criam um ambiente suscetivel de favorecer o desenvolvimento de TM
(Munson & Moresco, 2007). As terapéuticas hormonais intermitentes parecem ndo aumentar o
risco de TMF benignos ou malignos (Misdorp, 2002; Morris, 2013).

Estas evidéncias de que tais hormonas contribuem decisivamente para a oncobiologia mamaria
sdo naturalmente compreensiveis tendo em consideracdo o papel essencial das mesmas no

desenvolvimento estrutural e funcional da GMF, descrito anteriormente (Figura 3). As células
22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Overley%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shofer%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldschmidt%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sherer%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sherer%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sorenmo%20KU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16095174

desta glandula crescem e dividem-se mediante 0 aumento dos niveis séricos de diferentes
hormonas, e quanto mais células se dividem, mais hipoteses existem de ocorrerem erros nas
suas copias do acido desoxirribonucleico (ADN) e, desse modo, de induzir-se a tumorigénese
mamaria. O estrogénio, a somatotropina e os glucocorticoides atuam sobretudo na proliferacao
dos ductos, ao passo que a progesterona e a prolactina sdo determinantes no crescimento tabulo-
alveolar, nas terminagdes finais dos respetivos ductos (Figura 3) (Munson & Moresco, 2007;
Lange, 2008). Os fatores que alteram as propor¢Oes destas hormonas no organismo podem,
portanto, aumentar o risco de TMF. O estudo dos respetivos recetores hormonais € deveras
importante para uma melhor compreensao desses fatores e das alteracdes desencadeadas pelos
mesmos. Porém, a informacao sobre a funcéo dos diversos recetores no desenvolvimento dos
TM é ainda relativamente escassa, apesar de serem estudados ha mais de 30 anos (Millanta et
al., 2005a).

Recentemente, os RE-a e 0s RP felinos foram sequenciados, e alteragdes nas suas expressoes
foram observadas nos TMF (Mulas et al., 2000b; Mulas et al., 2002; Cardazzo et al., 2005;
Millanta et al., 2005a; Millanta, Citi, Santa, Porciani & Poli, 2006; Morris et al., 2008; Gracanin
et al., 2012; Hughes & Dobson, 2012; Brunetti et al., 2013; Beha et al., 2014; Caliari et al.
2014). Contudo, ndo tém sido, frequentemente, correlacionadas, em carcinomas invasivos
felinos, com outros pardmetros histopatol6gicos nem com tempos de sobrevivéncia, apesar da
sua auséncia de expressdo estar normalmente associada a pior prognéstico (Millanta et al.,
2005a; Millanta, Calandrella, Vannozzi & Poli, 2006a; Hughes & Dobson, 2012).

Os RE-a estdo presentes em grande quantidade na maioria dos tecidos mamarios normais
felinos (Millanta et al., 2005a), mas diminuem nas lesdes benignas e, sobretudo, nas malignas
(Hamilton et al., 1976; Mulas et al., 2000b; Millanta et al., 2005a; Millanta et al., 2006a;
Akkoc, Inan & Sonmez, 2012; Hughes & Dobson, 2012). Por outro lado, os RP apresentam-se
em maior numero nas lesdes tumorais benignas, displasicas/hiperplasicas e, principalmente, nos
carcinomas in situ, do que no tecido mamario normal, mas diminuem progressivamente nos
TMF malignos invasivos (Millanta et al., 2005a; Millanta et al., 2006a; VSSO, 2008). De um
modo geral, 0s RE-a sdo pouco expressos em TMF e a expressdo dos RP é inferior a encontrada
em humanos, mas significativamente mais alta do que a expressdo dos RE-a. No entanto, estes
dois recetores estdo normalmente ausentes nas fases mais avangadas dos TM malignos e nas
metastases (Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Wiese, Thaiwong, Yuzbasiyan & Kiupel, 2013).
No estudo de Millanta et al. (2005a), em 53 carcinomas mamarios felinos, 6 tumores (11,3%)
foram positivos aos RE e 36 tumores (67,9%) foram positivos aos RP. Esta imunoexpressao
significativa dos RP nas lesdes tumorais reflete o efeito mitogénico que a progesterona exerce

no epitélio da GMF. De acordo com os referidos autores, as discrepancias em relagdo aos RE
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podem ser explicadas pela influéncia da progesterona na proliferacdo epitelial em celulas
mamarias previamente estimuladas pelo estrogénio. Esta ultima hormona liga-se aos respetivos
RE presentes nas células da GM e, por conseguinte, induz um aumento da expressao dos RP.
Assim, a subexpressdo de RE em células neoplasicas pode ser justificada por uma presenca
anterior preponderante de RE nestes tecidos na fase inicial da doenca e uma perda progressiva
desses recetores durante a evolugdo da mesma (Millanta et al., 2005a). Estes autores sugeriram
ainda que a sobreexpressao de RP num tumor mamario pode nédo ser, necessariamente, um bom
indicador da integridade das vias celulares que envolvem os RE, apesar dos RP serem
fisiologicamente induzidos pelos RE. Ndo observaram nenhuma correlacdo estatisticamente
significativa entre a expressdo dos RE, RP, fase do ciclo éstrico e esterilizagdo dos felinos.
Concluiram que a sobreexpressdo de RP em TMF indica que a progesterona é importante na
promocdo do crescimento precoce destes tumores (Millanta et al., 2005a).

Num outro estudo com 34 gatos, a sobreexpressao de RP foi detetada em 38,5% dos tumores
malignos e em 66,7% dos tumores benignos e displasias, enquanto a sobreexpresséo de RE foi
verificada em metade dos casos que sobreexpressavam RP (Mulas et al., 2002). Os autores
desta investigacdo, contrariamente a Millanta et al. (2005a), consideraram que a expressao de
RP é um bom indicador da integridade da via molecular dos RE e que estd inversamente
correlacionada com a ovariectomia (p<0,02). Porém, ambos os estudos tém em comum o facto
de sugerirem que os TMF malignos sdo estrogénio-independentes, devido a prevalente
subexpressdo de RE nestes tumores, sendo esta uma caracteristica importante que os distingue
da maioria dos TM humanos e caninos, e que pode explicar a sua maior agressividade (Mulas
et al., 2002; Millanta et al., 2005a). Contudo, 0s gatos com carcinomas mamarios sao
considerados como um modelo comparativo relevante no estudo dos TM humanos também
estrogenio-independentes (Mulas et al., 2000b, 2002; Lana et al., 2007).

Segundo Thuroczy et al. (2007), existe uma outra hipotese (ndo salientada anteriormente) que
podera explicar a presenca de RP em maior quantidade nas alteracbes mamarias benignas e em
determinadas neoplasias mamarias malignas, que é o facto de a progesterona estar,
eventualmente, associada a um mecanismo de auto-reparacéo celular.

Algumas investigacBes sugerem que 0s estrogenios estdo envolvidos na regulacdo da expresséo
de moléculas de adeséo celular (p.ex. da E-caderina), interferindo na capacidade das células se
separarem das suas celulas vizinhas, invadirem os tecidos e metastizarem noutros orgaos (a
subexpressdo dos RE estd associada com uma diminuicdo progressiva da expressdo de
E-caderina) (Fujita et al., 2003; Park, Cheung, Wong & Leung, 2008; Mahler-Araujo, Savage,
Parry & Reis-Filho, 2008; Chekhun, S., Bezdenezhnykh, N., Shvets, J. & Lukianova, N., 2013;

Suetal., 2014).
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Os RP tém sido detetados em células do estroma (sobretudo fibroblastos) de lesdes
hiperplésicas, displasicas (Mulas, Millan, Bautista, Pérez & Carrasco, 2000a) e neoplésicas
malignas da GMF (Mulas et al., 2002), o que também pode sugerir que a progesterona
desempenha um papel fundamental na perturbacdo das interacdes epiteliais-estromais e nas
alteracdes do microambiente de tecido conjuntivo responsaveis, pelo menos em parte, pela
progressdo da carcinogénese mamaria (Mulas et al., 2002; Millanta et al., 2005a; Campos,
2010; Kariagina et al., 2013).

Neste contexto, convém ter em atencdo que muitos autores suspeitam de diversos carcinomas
mamarios humanos negativos aos RE e positivos aos RP, estarem relacionados com artefatos
da técnica de imunohistoquimica e que, portanto, devem ser, quando possivel, reavaliados de
modo a evitar falso-positivos e falso-negativos, que iriam comprometer o sucesso terapéutico
(Itoh et al., 2014). Tais artefatos também podem ocorrer na Oncologia Mamaria Felina. Neste
sentido, Ibrahim et al. (2008) recomenda que os laboratorios validem os seus métodos e
protocolos, recorrendo a blocos de tecido com niveis conhecidos de expressdo tumoral (baixa,
média e alta), e participem em sistemas de certificacdo de qualidade internos e externos que
detetem possiveis problemas técnicos.

De acordo com Rijnberk, Kooistra e Mol (2003), a progesterona enddgena ou exdgena pode
ainda elevar os niveis séricos de somatotropina e, assim, causar acromegalia e resisténcia a
insulina, para além de induzir lesdes neoplasicas mamarias. A somatotropina tem sido detetada
em elevadas quantidades na GM, sobretudo nas les6es hiperplasicas, pelo que se tem colocado
a hipoOtese da mesma contribuir no processo oncogénico, nomeadamente através de uma
estimulagdo exagerada da proliferacdo das células mamarias. De facto, a expressdo de genes
que codificam esta hormona tem sido demonstrada em TMF (Misdorp, 2002; Rijnberk et al.,
2003) e, até mesmo, em neoplasias malignas que ndo expressam RP, o que podera indicar uma
possivel producdo hormonal autonoma (VSSO, 2008). Alguns autores indicam que a expressao
de somatotropina pela GM esta associada a producao dos fatores de crescimento semelhantes a
insulina tipo I e tipo Il (IGF-I e IGF-II), que também estimulam a proliferacdo do epitélio
glandular mamario, a par do crescimento do tecido muscular e ésseo (Mol, Leeuwen, Garderen
& Rijnberk, 2000; Rijnberk, 2003; Lana et al., 2007).

Estudos morfoldgicos da glandula pituitaria e de niveis séricos hormonais tém demonstrado que
desregulacdes relacionadas com a prolactina também estdo associadas com os TM (Misdorp,
2002; Lana et al., 2007; Aksamitiene et al., 2011). A prolactina facilita a agdo mitética do
estrogénio, aumentando o nimero dos seus recetores, contribui no crescimento do parénquima
mamario e na sintese do leite (Silva, Serakides & Cassali, 2004; Ozee, 2009). Porém, numa

investigagdo retrospetiva com 269 casos clinicos, sobre a implicacdo desta hormona na
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patologia mamaria felina, ndo se verificou qualquer correlacdo entre a hiperprolatinemia e o
desenvolvimento de TMF (Ozee, 2009).

Os glucocorticdides e os androgénios também tém sido relatados como fatores etiol6gicos dos
TMF, mas sdo necessarios mais estudos para uma melhor compreensdo da sua influéncia
(Martin, Cotard, Mialot, Andre & Raynaud, 1984; Munson & Moresco, 2007).

A possibilidade de varias gestacdes oferecerem alguma protecdo contra os TM também precisa
de ser melhor investigada e o efeito das pseudogestacBes (raras em gatas) ainda é muito
controverso. N&o foi observada nenhuma associacdo entre ciclos éstricos irregulares e o risco
de TM na gata (Misdorp, 2002).

Por ultimo, ¢é de salientar que nos gatos machos, os TM estdo em alguns casos relacionados
com disturbios hormonais associados a tumores testiculares das células de Sertoli produtores

de estrogénios (Misdorp, 2002).

3.3.2.2. Fatores genéticos

A origem genética do cancro é atualmente uma evidéncia incontestavel (Modiano & Breen,
2009). Diversas areas cientificas contribuiram para o entendimento do cancro como um
conjunto de doencas complexas, causadas por alteracdes nos mecanismos multigénicos que
normalmente regulam o crescimento, a diferenciacdo, a proliferacéo e a apoptose celular. Estas
alteracdes devem-se, na sua maioria, a uma sequéncia progressiva de mutagdes em duas grandes
classes de genes: 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumores (Lodish et al., 2005;
Modiano & Breen, 2009).

Os proto-oncogenes sdo genes dominantes normais, responsaveis pela codificacdo de proteinas
que promovem a multiplicacdo celular, mas que ao sofrerem mutacdes de ganho-de-fungéo,
num dos seus alelos, originam o0s oncogenes que, por sua vez, induzem uma ativacdo excessiva
e descontrolada dos mecanismos promotores do crescimento celular (por um aumento da
expressdo genética ou pela sintese de oncoproteinas hiperativas), convertendo, assim, as células
normais em células neoplésicas (Silva et al., 2004; Lagadic, 2005; Lodish et al., 2005; Modiano
& Breen, 2009).

Os genes supressores de tumores sdo genes recessivos normais, responsaveis pela codificagao
de proteinas que inibem a multiplicacdo celular (p.ex. moléculas que regulam negativamente a
transducéo do sinal mitdtico ou que estdo implicadas em fendmenos de inibicdo de contato),
que ao sofrerem mutagdes de perda-de-funcdo, nos seus dois alelos, tornam as células
insensiveis aos mecanismos de inibicdo do crescimento celular, pelo que ocorre uma
proliferacdo celular inadequada (Silva et al., 2004; Lagadic, 2005; Lodish et al., 2005; Modiano

& Breen, 2009).
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Diferentes genes de cada uma destas duas classes codificam diversas proteinas que coordenam
a entrada e a progressao no ciclo celular, a morte celular por apoptose e/ou a reparacdo do ADN
danificado (Lodish et al., 2005; Modiano & Breen, 2009). No entanto, alguns autores preferem
agrupar os genes que regulam a apoptose e os genes que regulam a reparacdo do ADN em
outras duas grandes classes envolvidas na oncogénese, apesar de existirem diversos genes que,
com tal nomenclatura, pertencem a mais do que uma dessas quatro classes (p.ex. 0 gene que
codifica a proteina tumoral 53 (TP53) € um supressor de tumores, regulador da apoptose e
regulador da reparacdo do ADN) (Silva et al., 2004; Lagadic, 2005).

Mais recentemente, tém sido investigados e descritos os genes microARN que, ao contrario dos
restantes, ndo codificam proteinas (Lee, Feinbaum & Ambros, 1993; Croce, 2008; Andorfer,
Necela, Thompson & Perez, 2011). Os produtos de tais genes sdo pequenas moléculas, com
cerca de 21 a 30 nucledtidos, que regulam a expressao genética durante a traducdo, através da
sua hibridizacdo (por vezes imperfeita) com o0 ARN mensageiro (ARNm) alvo, que provoca a
supressdo da traducdo ou a clivagem do respetivo ARNm (Khoshnaw, Green, Powe & Ellis,
2009). Um anico microARN pode regular a expressao de varios genes e a expressdo de um
unico gene pode ser regulada por varios microARN (Andorfer et al., 2011). Estes influenciam
a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, pelo que a sua downregulation (p.ex. devido
ao silenciamento epigenético ou desregulacdo de fatores de transcri¢do) e/ou upregulation
(p.ex. devido a amplificacdo ou desregulagéo de fatores de transcri¢do) tem sido associada ao
desenvolvimento e/ou progressao de diversos tumores (Croce, 2008). No caso de terem como
alvos ARNm relacionados com oncogenes ou genes supressores de tumores, eles proprios
podem atuar como oncogenes ou genes supressores de tumores (p.ex. a sua sobreexpressao
enquanto oncogene pode suprimir 0 gene supressor de tumores alvo e a sua subexpressdo
enguanto supressor tumoral pode causar a sobreexpressdo do oncogene alvo) (Croce, 2008;
Khoshnaw et al., 2009). Contudo, as fun¢des concretas da maioria dos microARN permanecem
desconhecidas (Lynam-Lennon, Maher & Reynolds, 2009). Alguns dos microARN ja
associados a TM humanos sdo: miR-10b, miR-125b, miR-145 (sub-expressos), miR-21 e miR-
155 (sobre-expressos) (lorio et al., 2005).

As anomalias genéticas (alteracbes na sequéncia de nucleodtidos do ADN) e/ou cromossoémicas
(alteragbes na estrutura ou no ndmero de cromossomas) comumente implicadas na
tumorigénese sdo mutacOes pontuais, insercdes, delecdes, inversdes, amplificacdes genéticas
e/ou rearranjos cromossomicos (p.ex. translocagdes), que ocorrem maioritariamente nas células
somaticas e menos frequentemente nas células germinativas. As mutacées somaticas ndo sao
transmitidas & descendéncia; enquanto as mutag¢fes germinativas sdo hereditérias, aumentando

a probabilidade de surgirem tumores na geracdo seguinte (naturalmente podem ocorrer estes
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dois tipos de mutacbes num mesmo animal) (Lodish et al., 2005). Em Oncologia Humana, os
TM hereditérios estdo sobretudo associados a alteracfes nos genes BRCA-1 e BRCA-2, mas por
enquanto, tal correlagéo ainda néo se verificou em TMF (Wiese et al., 2013).

As mutacBes surgem, normalmente, nos genes que codificam os 7 tipos principais de proteinas
envolvidas no controle do crescimento, da diferenciacédo e da proliferacdo celular, representadas
na Figura 6. Destas proteinas, as codificadas por proto-oncogenes sdo maioritariamente: as
moléculas de sinalizacdo extracelular (1), os recetores de sinais (Il), os transdutores
intracelulares de sinais (I11) e os fatores de transcri¢do (V). Enquanto as proteinas codificadas
por genes supressores de tumores podem ser: as de controlo do ciclo celular que limitam a
proliferacdo (V1) e as responsaveis pela reparacdo do ADN (VII). Tanto os proto-oncogenes
como os genes supressores de tumores podem codificar para proteinas apoptéticas (V). Alguns
virus também tém a capacidade de despoletar a codificacdo de recetores de sinais ou de
proteinas que os ativam (la) e, portanto, poderdo estar relacionados com o surgimento de TM
(Lodish et al., 2005).

Figura 6 — Os sete principais tipos de proteinas que regulam o crescimento,
a diferenciacdo e a proliferacdo celular (extraido de Lodish et al., 2005).
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De acordo com o modelo de “iniciacdo, promogao e progressao”, a oncogenese tem inicio,
normalmente, com uma mutacgdo (num dos tipos de genes suprarreferidos), que fornece a uma
célula um elevado potencial replicativo ou outras vantagens ao nivel do seu desenvolvimento

(comparativamente as outras celulas do seu microambiente). Esta mesma célula ao dividir-se
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transmite tal mutacdo as suas células-filhas, permitindo que se forme progressivamente um
conjunto de células alteradas (iniciacdo). No entanto, a mutacédo isolada ndo é suficiente para
originar uma neoplasia. E necessaria uma segunda mutacdo (ou uma sequéncia de outras
mutacdes), geralmente noutro(s) tipo(s) de gene(s), para aumentar a capacidade da respetiva
célula de sobrepor-se as suas células vizinhas, de modo a que uma massa tumoral se desenvolva
e seja reconhecivel (promocéo). Uma terceira série de mutacBGes adicionais potencializa a
malignidade das células oncoldgicas, aumentando a destruigdo e a invaséo tecidular, bem como
a probabilidade de surgirem metastases, e conduzindo, assim, a um agravamento da doenca
clinica (progressdo). Deste modo, este modelo explicativo revela que, geralmente, ndo existe
uma sé mutacdo num Unico gene que seja inteiramente responsavel pela transformagéo de
células normais em células neoplésicas, mas que sdo maltiplas mutagdes em inimeros genes
gue, em conjunto, contribuem para essa mesma alteracao e progressao oncogenética (Lodish et
al. 2005; Modiano & Breen, 2009).

Assim, os tumores geralmente apresentam diferentes clones provenientes da célula
transformada inicialmente através de mutagdes secundarias ou terciarias, que sdo responsaveis
pela heterogeneidade neoplasica que conduz aos distintos comportamentos clinicos e as
diversas respostas terapéuticas de TM aparentemente iguais no momento do diagnostico
(Croce, 2008). Tal processo sequencial de mutacdes pode decorrer durante varios anos ate se
acumular o nimero necessario de alteracdes genéticas para originar efetivamente um tumor.
Neste sentido, alguns autores referem que normalmente ocorrem no minimo 5 a 6 mutagdes
antes de uma célula e a sua descendéncia manifestarem caracteristicas oncoldgicas (Lodish et
al. 2005; Croce, 2008; Modiano & Breen, 2009). Estas caracteristicas foram descritas pela
primeira vez por Hanahan e Weinberg (2000), como uma base solida para o entendimento da
complexidade notavel das neoplasias, tendo sido designadas de “Hallmarks of Cancer”, e que
incluem: (1) autossuficiéncia em sinais de crescimento individualizado, (2) insensibilidade aos
sinais de anticrescimento, (3) capacidade de evasdo a apoptose, (4) potencial de replicacdo
ilimitado, (5) angiogénese continua e (6) capacidade para invadir os tecidos e metastizar (Figura
7). Durante a década que se seguiu, 0S progressos na investigacdo tornaram evidente a
contribui¢do fundamental do “microambiente do tumor” para a oncogénese e duas outras
caracteristicas emergiram: a reprogramacao do metabolismo energético e a evasdo a destruicdo
imunoldgica (Hanahan & Weinberg, 2011).

O estudo profundo de cada uma destas caracteristicas tumorais tem sido indicado como o
caminho certo a percorrer no sentido de se alcangar a cura do cancro, pelo que, de seguida, serd
realizada uma revisdo de algumas das principais alteracbes genéticas associadas a cada uma

delas, com o objetivo de se atingir uma melhor percecdo no que diz respeito a real etiologia
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genetica do cancro e a eventuais alvos terapéuticos que poderao ajudar a controlar a oncogénese
(Eroles et al., 2012).

Figura 7 — As seis caracteristicas principais das células tumorais e alguns marcadores
moleculares relacionados com as mesmas (adaptado de Lodish et al., 2005 e de
Hughes & Dobson, 2012).
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vascular.

As alteracBes genéticas que conduzem a uma autossuficiéncia em sinais de crescimento
individualizado ocorrem, essencialmente, nos proto-oncogenes que codificam recetores
hormonais (RE-a e RP; descritos anteriormente), recetores tirosina-quinases (RTK),
transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT) (Hughes & Dobson, 2012). Os RTK
sd0 responsaveis por uma variedade de respostas bioldgicas essenciais para a regulacdo da
multiplicacdo, diferenciacdo, mobilidade, sobrevivéncia, crescimento, apoptose e metabolismo
celular (Takeuchi & Ito, 2011; Eroles et al., 2012). Apresentam 3 dominios funcionais:
intracelular, transmembranar e extracelular (Roskoski, 2014). As ligacGes dos respetivos
ligandos aos seus dominios extracelulares induzem a sua dimerizacgao e ativacao, resultando
numa autofosforilacdo dos residuos de tirosina, nos seus dominios intracelulares, e estimulacéo
de vias de sinalizacdo a jusante (p.ex. a da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e a da proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK)) (Lodish et al., 2005; Croce, 2008). O padrdo € a
amplitude de sinalizacdo das cascatas ativadas dependem do tipo de recetores que sdo expressos
pela célula em particular, do nimero desses recetores, da quantidade e tipo de ligando que
estimula a célula (Harari & Yarden, 2000). No entanto, em muitas neoplasias verifica-se uma

desregulacdo aberrante dos RTK (Fauvel & Yasri, 2014), aparentemente numa proporgéo
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inversa a dos recetores hormonais nos tumores de maior grau de malignidade (Peleteiro, 1994).
Os RTK que tém sido mais relacionados com os TMF sdo sobretudo o recetor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 1 (HER-1, EGFR ou ErbB-1), o0 HER-2 (ErbB-2 ou
CD340; codificado pelo proto-oncogene HER-2/neu) e o recetor de origem em Nantes (RON;
designacdo em homenagem a cidade em que foi descoberto) (Hughes & Dobson, 2012). O
HER-1 e o HER-2 pertencem & familia dos recetores de fatores de crescimento epidérmico
(EGF), estando a sua sobreexpressdo e/ou amplificagdo nos TM humanos associada a
neoplasias agressivas e de mau prognostico (Fauvel & Yasri, 2014). Num estudo recente,
observou-se imunomarcacdo para 0 HER-1 em 62,5% dos TMF analisados (15/24) (Wiese,
Thaiwong, Yuzbasiyan & Kiupel, 2013). Diferentes autores tém identificado uma
sobreexpressdo de HER-2 nas neoplasias mamarias felinas, com uma variacdo entre 5,5% a
92,5% dos casos (De Maria et al., 2005; Millanta et al., 2005b; Winston et al., 2005; Ordas et
al., 2007; Burrai et al., 2010; Rasotto et al., 2011; Santos et al., 2012; Soares et al., 2012;
Brunetti et al., 2013; Santos et al., 2013; Soares et al., 2013; Weise et al., 2013; Beha et al.,
2014). Esta disparidade de valores pode ser explicada em parte pela utilizacdo de diferentes
protocolos imunohistoquimicos, com recurso a distintos anticorpos e pela aplicacédo de diversos
critérios na avaliacdo da imunoexpressao (Soares et al., 2012, 2013). Ao contrario do que
acontece nos TM humanos, a sobreexpressdo de HER-2 nos TMF ndo tem sido relacionada com
a amplificacdo do seu proto-oncogene fHER-2/neu, que apresenta uma homologia do dominio
quinase de 92% com o HER-2/neu humano (De Maria et al., 2005; Soares et al., 2013). Os
efeitos da sua sobreexpressdo sdo a estimulacdo desregulada da proliferacdo celular por
concentrag¢fes muito baixas (insuficientes para impulsionar o crescimento em células normais)
de EGF e/ou de outros mitogénios associados, a diminui¢do da taxa de dissociacao dos ligandos,
a velocidade de endocitose relativamente lenta e decréscimo da degradacdo dos recetores
(retornando os mesmos a superficie da célula), a hiperativacdo de componentes da maquinaria
do ciclo celular, bem como uma maior probabilidade de ativacdo constitutiva (independente da
presenca de ligandos) e/ou de formacdo de recetores homo ou heterodimeros, devido a mutacoes
genéticas e/ou cromossomicas (Harari & Yarden, 2000; Lodish et al., 2005). Em relagdo ao
RON, também designado de recetor de proteina estimulante de macréfagos (MST1R), a sua
ativacdo induz, pelo menos em humanos, a proliferagéo celular, a migracéo e a invasao tecidular
(De Maria et al., 2002; Wang, Yao & Zhou,2006). De Maria et al. (2002) identificaram uma
imunomarcacao positiva deste recetor em 29,4% (10/34) dos TMF que analisaram, tanto no
citoplasma como na membrana das células tumorais, e observaram que 0 mesmo € codificado
nesta espécie pelo gene homologo felino da tirosina quinase derivada de células estaminais

(fSTK). Os STAT constituem uma familia de fatores intracelulares responsaveis pela transducéo
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de sinais da membrana plasmatica para o nucleo celular e que modulam a transcricdo de
diversos genes, composta por: STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, e STAT6
(Petterino, Ratto, Podesta, Drigo & Pellegrino, 2007b; Sasi, Sharma & Mokbel, 2014). As suas
ativacdes sao induzidas essencialmente por citocinas, mas tambeém por fatores de crescimento
e/ou pela estimulacdo de recetores hormonais (Petterino et al., 2007b). A ligacéo extracelular
de citocinas aos seus respetivos recetores conduz a fosforilagdo intracelular de residuos de
tirosina por janus quinases (JAK) que promovem a dimeriza¢do de monémeros STAT. Os homo
ou heterodimeros STAT resultantes séo, entdo, translocados desde o citoplasma para o ndcleo,
onde ativam a transcri¢do de genes envolvidos na diferenciacéo, proliferacdo, sobrevivéncia e
apoptose celular (p.ex. Ciclina D1, Bcl-X e c-Myc) (Petterino et al., 2007b; Sasi, Sharma
& Mokbel, 2014). Alguns estudos em TMF tém observado uma aparente correlagdo entre a
imunoexpressdo/ativacdo anormal de STAT3 e o grau de malignidade, formacao tubular,
pleomorfismo e atividade mitdtica (Petterino et al., 2006; Petterino, Podesta, Ratto, Drigo &
Pellegrino, 2007a; Petterino et al., 2007b).

A insensibilidade aos sinais de anticrescimento esta, sobretudo, associada a alteracdes que
perturbam o normal funcionamento de ciclinas, quinases dependentes de ciclinas (CDK),
topoisomerase ll-beta ligada a proteina 1 (TopBP1) e/ou do gene supressor de tumores
homélogo da fosfatase e da tensina (PTEN) (Hanahan & Weinberg, 2011; Hughes & Dobson,
2012). As ciclinas e as CDK séo elementos fundamentais na regulacéo do ciclo celular. Entre
as ciclinas detetadas em TM humanos que tém sido associadas a recidivas precoces e a menores
TS, destaca-se a Ciclina A (Klintman et al., 2013). Esta ciclina € normalmente expressa nas
fases S (sintese de ADN), G2 (pré-mitética) e M (mitética) do ciclo celular, que inclui também
as fases GO (quiescente) e G1 (pré-sintese de ADN) (Chen, Zhao, Li, Guo & Zhang, 2013).
Num estudo com recurso a técnica de Southern blot, verificou-se a amplificacdo do gene que
codifica a Ciclina A em 87,5% (7/8) dos carcinomas mamarios felinos analisados, sugerindo a
possibilidade da sua sobreexpressdo desempenhar um papel importante na patogénese destes
tumores (Murakami, Tateyama, Rungsipipat, Uchida & Yamaguchi, 2000a, 2000b). O gene
TopBPL1 codifica uma proteina de ligagdo que interage com a topoisomerase |1-beta, auxiliando
nas suas reacdes cataliticas de relaxamento de super-enrolamentos e de clivagem transitdria das
duas cadeias de ADN durante a replicacdo celular, bem como noutras fung¢@es que regulam a
integridade genomica (Ferreira, 2008; Morris et al.,, 2008; Bang et al., 2011). A sua
imunoexpressdo positiva foi identificada em 122 de 123 lesdes mamarias felinas e
correlacionada com carcinomas de elevado grau de malignidade (Morris et al., 2008). Em
relacdo ao gene PTEN, este € responsavel pela inibi¢do da via PI3K através da degradacdo do

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (Hanahan & Weinberg, 2011). Assim, mutac¢Ges que
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impliquem a sua perda de funcdo amplificam a sinalizacdo da via PI3K, promovendo a
tumorigénese (Hanahan & Weinberg, 2011). Ressel, Millanta, Caleri, Innocenti e Poli (2009)
avaliaram a expressao de PTEN em 17 casos de TMF, ndo tendo verificado imunoexpressao
em 13 destes casos (76%) nem correlacdo entre a expressdo de PTEN e o TS. Noutro estudo,
também néo foi detetada imunoexpressdo de PTEN em 24 de 27 casos (89%) de carcinomas
mamarios felinos, tendo sido analisada, inclusivamente, a proteina quinase B (AKT; envolvida
na via PI3K), ativada pelo PIP3, que se revelou sobreexpressa em 19 dos 27 casos (67,67%) e
foi significativamente associada com uma elevada malignidade tumoral e com um menor TLD
(Maniscalco et al., 2012).

A capacidade de evasdo a apoptose (ou morte celular programada) estd, essencialmente,
relacionada com mutac6es no gene supressor de tumores TP53 (Pharoah, Day & Caldas, 1999;
Hanahan & Weinberg, 2011). Este gene protege o genoma da acumulacdo de mutacdes
genéticas, permitindo a reparacdo de danos no ADN (mediante a ativacdo do gene p21, que
codifica uma proteina que cessa o ciclo celular na fase G1 até a restauragdo exata do ADN) ou
0 desencadeamento da apoptose nas células com danos excessivos e/ou anormalidades
genéticas irreversiveis (através da estimulacdo da expressdo da proteina Bax, que activa as
caspases 3, 6, 7 € 9, e aumenta a permeabilidade da membrana da mitocondria, induzindo a
morte celular) (Croce, 2008; Ureshino et al., 2014). Mutagdes que implicam a perda de funcéo
deste “guardido do genoma” foram identificadas em aproximadamente 40% de todos os tumores
humanos (Harris, 1996). Nos TMF foi detetada uma imunoexpressdo nuclear do TP53 entre
13,7% e 56% dos casos, sendo aparentemente diminuta ou mesmo ausente nos TM benignos
(Murakami et al., 2000b; Nasir, Krasner, Argyle & Williams, 2000; Nakano, Wu, Taura &
Inoue, 2006; Morris et al., 2008; Rasotto et al., 2011). A sobreexpressdo de TP53 esta associada
a mutacdes no respetivo gene, ndo tendo sido encontrada nenhuma correlacdo entre esta e 0
subtipo histologico em neoplasias mamarias felinas (Morris et al., 2008).

A caracteristica de replicacdo ilimitada, também designada de imortalizacéo, é adquirida em
grande parte através de alteracdes no gene que codifica para a telomerase (TERT), que é uma
transcriptase reversa envolvida na replicagdo dos teldémeros (Hanahan & Weinberg, 2011).
Estes protegem as extremidades dos cromossomas, sendo encurtados apds cada ciclo de divisdo
celular, devido a uma impossibilidade de se reproduzir as extremidades do molde de ADN. A
generalidade das células adultas ndo expressa telomerase, pelo que é incapaz de regenerar 0s
telomeros, ficando sujeita a um numero finito de divisdes, até que o0 encurtamento progressivo
dos mesmos cause a sua morte celular (Fusaro et al., 2009; Hanahan & Weinberg, 2011; Kannan
et al. 2013). Assim, a expressdo de telomerase contribui para a imortalidade celular pelo

alongamento e manutencdo dos telomeros (Fusaro et al., 2009; Kannan et al., 2013). Nos
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tecidos neoplasicos felinos foi detetada uma correlagdo entre a atividade da telomerase e a
malignidade tumoral (Cadile et al., 2001), tendo inclusivamente sido verificada uma atividade
positiva da telomerase em 6 de 13 (46%) carcinomas mamarios (Fusaro et al., 2009).

A angiogénese (ou neovascularizacdo) continua é essencial para o crescimento progressivo e
invasivo do tecido neoplésico, sendo estimulada por varios péptidos angiogénicos, de entre os
quais se distingue o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) por ser o mais potente
(Folkman, 1971; Millanta et al., 2006b). O VEGF esta envolvido na permeabilidade vascular,
na migracao de células endoteliais e na sua proliferacdo, bem como na maturacdo dos vasos,
pelo que tem sido referido como um potencial indicador de progndstico e alvo terapéutico em
oncologia. Nos TMF, verificou-se sobreexpressdo de VEGF no citoplasma das células de
90,5% dos casos (19/21) examinados por Islam, Matsumoto, Hidaka, Miyoshi e Yasuda (2012),
estando a mesma correlacionada com a angiogénese, necrose tumoral, permeacdo vascular,
metastizacao regional, elevado grau de malignidade, estadio TNM avancado e menores TS de
acordo com outros autores (Millanta, Lazzeri, Vannozzi, Viacava e Poli, 2002b; Millanta et al.,
2006b; Millanta, Citi, Santa, Porciani e Poli, 2006c; Travassos, 2006).

A invasdo dos tecidos e a metastizacdo sdo processos que incluem varias etapas e diversos
intervenientes (Hanahan & Coussens, 2012). Iniciam-se com uma série de alteracdes nas células
e na matriz extracelular (MEC) que envolvem a perda das jungdes intercelulares (p.ex. por uma
diminuicdo da expressdo de caderinas e de cateninas), das conexdes entre as células e a MEC
(p.ex. por um aumento da expressdo de metaloproteinases de matriz extracelular - MMP — e de
catepsinas) e da polaridade celular, seguida por uma transicdo epitelial-mesenquimal que
permite a evolugdo de uma lesdo in situ para invasiva e culmina na intravasdo das células
malignas nos vasos sanguineos e/ou linfaticos. Nestes vasos, as células neoplasicas sobrevivem
e transitam até interagirem com as células endoteliais e extravasarem para 0 parénquima de
tecidos distantes, formando ai pequenos nddulos de células neoplésicas (micrometastases) que,
por fim, transformam-se em tumores macroscépicos, originando a designada colonizacdo
(Pereira & Gértner, 2003; Travassos, 2006; Hanahan & Weinberg, 2011; Akkoc et al., 2012,
Pefiafiel-Verdu et al., 2012; Zappulli et al., 2012; Figueira et al., 2014). A resposta inflamatéria
associada ao tumor tem o efeito paradoxal inesperado de predispor a toda esta cascata de
acontecimentos, na medida em que as células inflamatérias peri-tumorais (p.ex. macrofagos,
neutrdfilos e mastdcitos) promovem a invasdo neoplasica local através da estimulagdo de
enzimas que degradam a MEC e de outros fatores bioativos (p.ex. EGF, citocinas e
quimiocinas), além de acionarem o “interruptor” angiogénico dos tecidos quiescentes,
favorecendo a intravasao para o sistema circulatorio e a disseminacdo metastatica das células

tumorais (Hanahan & Coussens, 2012). As substancias quimicas mutagénicas libertadas pelas
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células inflamatorias no microambiente tumoral também contribuem para a instabilidade
genética e progressdo neoplésica (Hanahan & Weinberg, 2011). Um dos principais mediadores
da inflamacéo, relacionado com a transformacgdo maligna, proliferacdo tumoral, mobilidade
celular, angiogénese e metastizacdo em tumores humanos, que tem suscitado algumas
investigacbes em TMF é a enzima cicloxigenase-2 (COX-2) (Beam, Rassnick, Moore,
& McDonough, 2003; Millanta, Citi, Santa, Porciani, & Poli, 2006c; Borrego, Cartagena &
Engel, 2009; Sayasith, Sirois & Doré, 2009; Millanta, Asproni, Canale, Citi & Poli, 2014). Esta
enzima esta envolvida, juntamente com PGE-sintetases (PGES), na conversdo do acido
araquidonico em prostaglandina E2 (PGE->), que se julga ser a prostaglandina mais importante
na oncogénese (Millanta et al., 2014). Millanta et al. (2006c) detetaram sobreexpressdo de
COX-2 em 45 de 47 casos (96%) de TMF e uma correlacgdo significativa entre a mesma e a
sobreexpressdo de RP (p=0,038), subexpressdo de RE (p=0,04), sobreexpressao de VEGF
(p=0,002) e menor TS (p=0,002). Num estudo de Sayasith et al. (2009) e noutro de Millanta et
al. (2014) também se verificou sobreexpressdao de COX-2 em carcinomas mamarios felinos
(87% (35/40) e 81% (41/50), respetivamente), mas no trabalho de Beam et al. (2003) n&o se
observou qualquer imunoexpressao de COX-2 nos 9 casos de TMF analisados. Esta
discrepancia entre estudos deve-se, provavelmente, a falta de padronizacdo dos métodos
aplicados pelos diferentes autores e as diferencas no tamanho das amostragens incluidas.
Borrego et al. (2009) ndo encontraram qualquer efeito benéfico significativo da adicdo de
inibidores de COX-2 (meloxicam) ao tratamento cirirgico e quimioterapico em 23 gatos com
TMF.

As caracteristicas emergentes, apesar de poderem incluir novos e poderosos alvos de
terapéuticas oncoldgicas, supostamente, ainda ndo se encontram totalmente validadas, pelo que
ndo serdo aqui aprofundadas (Hanahan & Weinberg, 2011; Mukherjee, 2012).

De um modo geral, todas as caracteristicas tumorais e marcadores moleculares descritos operam
num conjunto de circuitos integrados intracelulares que se interconectam e se sobrepdem em
maltiplas vias de sinalizacdo. Apesar de um retrato grafico abrangente e coerente de tais
circuitos ser um sério desafio, alguns deles estdo representados e alinhados com determinadas
caracteristicas individuais do cancro de um modo simplista na Figura 8, pois existe intensa

interferéncia entre os diferentes circuitos (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 8 — Circuitos integrados intracelulares relacionados com algumas das principais
caracteristicas do cancro (adaptado de Lodish et al., 2005 e de Hanahan & Weinberg, 2011).
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Alguns dos genes que sofrem mutagdes conhecidas estéo assinalados a vermelho e as vias que ainda ndo foram comprovadas estdo em

linhas interrompidas.

Subjacente a qualquer uma das principais caracteristicas tumorais, encontra-se a instabilidade

genética, que se desenvolve a par de uma diminuicdo da capacidade de reparacdo do ADN

durante a evolucdo tumoral e que pode estar relacionada com as anomalias genéticas e/ou

cromossdmicas supracitadas e/ou com alteracdes epigenéticas. As anormalidades

cromossomicas sdo também designadas de alteraces citogenéticas, sendo que nos TMF é

frequente a aneuploidia (nimero anormal de cromossomas), nomeadamente a hipoploidia

(diminuicdo do nimero de cromossomas), que ndo esta, contudo, associada a caracteristicas

clinicopatoldgicas especificas (Misdorp, 2002). As alteracbes epigenéticas referem-se a

modificacOes na expressdo de genes que ndo envolvem transformacdes na sequéncia normal de

ADN (Jones & Baylin, 2007; Moarii et al., 2014). Algumas destas alteragGes incluem a

metilagdo do ADN (hipermetilacdo induz o silenciamento genético, enquanto hipometilagéo

promove a ativacao de genes), modificacOes das histonas (p.ex. acetilacdes e fosforilagcdes que

alteram a acessibilidade do ADN aos diferentes fatores de transcricdo), remodelacdo
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nucleossomal (implica mudancas na forma como o ADN é condensado) e imprinting genémico
(certos genes sdo expressos a partir de apenas um alelo, pois o outro é inativado por metilagdo)
(Jones & Baylin, 2007).

Os estudos recentes sugerem que coexistem centenas de alteragdes genéticas, citogenéticas e
epigenéticas num mesmo tumor individual (Jones & Baylin, 2007). Apesar de ser concebivel
que tais alteracGes possam ocorrer de um modo absolutamente aleatério entre as diferentes
células tumorais, concedendo elevadas capacidades proliferativas as mesmas e sendo
responsaveis em parte pela heterogeneidade tumoral, conforme defendido pelo modelo
estocastico, a verdade é que tal perspetiva parece atualmente improvavel (Jones & Baylin,
2007; Jacolot, 2013). Nos tltimos anos, este modelo tem evoluido para o conceito de “células
estaminais do cancro” (CEC) adotado pelo modelo hierarquico, segundo o qual o cancro tem
inicio, cresce e perpetua-se a partir de uma pequena fracdo da populacdo de células tumorais
que controla o seu fenotipo (Sell, 2010; Jacolot, 2013; Pang et al., 2013; Mimeault & Batra,
2014). Esta subpopulacédo de células tumorais é composta pelas CEC que apresentam algumas
capacidades das células estaminais normais (CEN), como a autorrenovacao, proliferacdo e
diferenciacdo em multiplos tipos celulares, que lhes permitem originar e desenvolver tumores
com uma heterogeneidade intrinseca relacionada com a sua diferenciacédo aberrante, bem como
resistir aos tratamentos convencionais, promovendo recidivas e metastases (Al-Hajj, Wicha,
Benito-Hernandez, Morrison & Clarke, 2003; Pang et al., 2013; Valarmathi & Biechler, 2013).
Podem surgir a partir das proprias células estaminais normais ou de células neopléasicas
diferenciadas que adquiriram a capacidade de auto-renovacao (Rosen & Jordan, 2009). As CEC
relacionadas com os TMF tém sido associadas a uma sobreexpressdo de CD133, Oct4, Nanog
e STAT3 (Pang et al., 2013). Um dos desafios atuais em oncologia é a formulacéo de estratégias
terapéuticas eficazes dirigidas contra estas CEC que ndo afetem as CEN (Jacolot, 2013;
Valarmathi & Biechler, 2013).

3.3.2.3. Fatores nutricionais

Alguns estudos tém sugerido que uma dieta pobre em fibras (tém propriedades
anticarcinogénicas), rica em gordura (favorece a ocorréncia de uma puberdade precoce € a
solubilidade das hormonas esterdides) e em carbohidratos refinados (aumentam os niveis de
IGF-1 e de insulina) predispde ao desenvolvimento de neoplasias mamarias, tanto em animais
como em humanos (Misdorp, 2002; Munson & Moresco, 2007; Gunter et al., 2009; Harvie,
2014). Contudo, a obesidade parece néo estar associada com o aparecimento de TMF (Morris,

2013), apesar do tecido adiposo também ser reconhecido como uma importante fonte de
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estrogenio (envolvido na oncogenese mamaria), pela conversao dos androgéenios em estrona e
estradiol que ai ocorre atraves da aromatase.

Os alimentos expostos a temperaturas excessivamente elevadas produzem substancias
oncogenicas designadas de aminas heterociclicas (AHC), mas o papel das mesmas nos TMF
ainda nao foi devidamente elucidado (David, 2010). Determinados aditivos alimentares, como
os fosfatos inorganicos, nitritos e nitratos também sdo potencialmente carcinogénicos
(Schreiber, 2012), mas tal como no caso das AHC, a sua relagdo com os TMF ainda ndo foi
definida cientificamente.

Os suplementos alimentares ricos em arginina, acidos gordos 6mega-3, tirosina, fenilalanina,
glutamina, glicina, retinoides, f-caroteno, vitamina B6, vitamina C, vitamina D, vitamina E,
calcio, ferro, selénio e zinco sdo amplamente utilizados em pacientes oncoldgicos,
essencialmente, pelas suas capacidades anti-oncogénicas, imunomodeladoras e anti-oxidantes
(Novotny, 2002; Goldhirsch et al., 2011; Harvie, 2014). No entanto, Harvie (2014) afirma que
ndo existem evidéncias suficientes para a sua recomendacdo em humanos, sendo que o
[3-caroteno e a vitamina E estdo, inclusivamente, contraindicados por terem sido associados a
um aumento do risco de surgirem tumores noutros 6rgaos (p.ex. pulméao, estbmago e préstata)
e a uma diminuicdo do TS. Nos felinos é possivel que tal associa¢do também ocorra.

De um modo geral, Novotny (2002) recomenda aos pacientes oncoldgicos felinos uma dieta
com niveis na matéria seca de 40-50% de proteina, 25-40% de lipidos, <25% de carbohidratos,

>5% acidos gordos 6mega-3 e >2% de arginina.

3.3.2.4. Fatores virais

Na década de 1970, vérios estudos de microscopia eletronica demonstraram a presenca de
particulas virais no reticulo endoplasmatico de células mamarias neoplasicas felinas,
conduzindo a hipétese de etiologia viral para estes tumores (Feldman & Gross, 1971; Weijer,
Calafat, Daams, Hageman & Misdorp, 1974; Calafat, Weijer & Daams, 1977; Misdorp, 2002).
Weijer et al. (1974) identificaram o Virus da Leucemia Felina (FeLV; retrovirus da subfamilia
Oncornaviridae) em 11 dos 51 casos (21,6%) de carcinomas mamarios de felinos que
analisaram imunologicamente e que ndo apresentavam histdria de doenca associada a este virus,
0 que 0s levou a sugerir o seu papel oncogénico nestes tumores. Calafat et al. (1977), por sua
vez, constataram a presenca do FeLV em 11 dos 36 TMF (30,6%) que examinaram e do
retrovirus enddgeno felino que se encontra numa linha de células de rabdomiossarcoma humano
(RD-114) em 20 dos mesmos 36 tumores (55,5%) (Fukuma et al., 2011).

Szabo, Haislip e Garry (2005) referem a possivel existéncia de um homologo do virus do tumor

mamario dos murinos (MMTYV) em neoplasias mamarias de felinos.
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3.3.2.5. Fatores fisicos e quimicos

Os fatores fisicos potencialmente envolvidos na oncogénese dos TMF sdo a radiacdo
ultravioleta (especialmente a de faixa de comprimento de onda entre 280 a 320 nm; apesar de
estar sobretudo relacionada com os tumores cutaneos), o trauma ou a inflamacédo crénica das
GM (raro), a exposi¢do a campos magneéticos (ainda suscita duvidas) e/ou a radioterapia (pouco
comum em gatas com TM; predispdem a tumores secundéarios) (Henry, 2009).

Em relacdo aos fatores quimicos existem evidéncias de que os plasticos de policarbonato,
utilizados rotineiramente como recipientes para a alimentacdo de animais domésticos, quando
aquecidos libertam um produto quimico carcinogénico designado de bisfenol-A, pelo que o
ideal sera substitui-los por recipientes feitos de material ndo oncogénico (p.ex. de vidro ou de
porcelana) (Schreiber, 2007; Fenichel, Chevalier & Brucker-Davis, 2013). Henry (2009) cita a
exposicdo ao fumo de tabaco, pesticidas, herbicidas, inseticidas e a ciclofosfamida mas em

relacdo a outros tipos de tumores.

3.3.3. Diagnostico

O diagnéstico clinico de TMF deve partir da obtencdo de uma histdria pregressa completa em
gue constem elementos informativos acerca de: idade, raca, data do inicio da lesdo, tamanho,
namero, consisténcia, localizacdo, velocidade de crescimento, possiveis aderéncias aos tecidos
envolventes, evidéncias de ulceracdo, hipertrofia dos linfonodos, manifestacdes de prurido,
eliminacdo de secrecdes, estado reprodutivo, regularidade de cios, administracdes de
anticoncecionais, ocorréncia de pseudogestacfes, partos e lactacdes (Peleteiro, 1994).
Posteriormente, no decorrer do exame fisico, todas as GM e linfonodos regionais devem ser
delicadamente palpados de modo a detetar os possiveis nédulos e hipertrofias existentes
(Peleteiro, 1994). Os sintomas mais frequentes sdo fraqueza, anorexia, perda de peso, dor na
regido mamaria e dispneia (no caso de ja existirem metastases toracicas) (Hedlund, 2008). No
diagndstico diferencial deve-se considerar a hipertrofia, displasia/hiperplasia, mastite,
granuloma, hérnia inguinal, corpos estranhos, tumores cutaneos ou subcutaneos (Thompson,
2007; Hedlund, 2008). Os TMF, geralmente, apresentam-se como massas firmes, nodulares,
moveis ou fixas, Unicas ou multiplas em qualquer regido das cadeias mamarias e afetam uma
ou mais GM (em mais de metade dos casos) (Hayes & Mooney, 1985; Lana et al., 2007;
Sorenmo, 2011a; Morris, 2013). Alguns autores referem que ocorrem sobretudo nas GM
craniais (Peleteiro, 1994), ao passo que outros mencionam maior predisposicdo das GM caudais
(Borrego et al., 2009; Morris, 2013) e outros ainda indicam ndo existir qualquer tendéncia
direita/esquerda ou cranial/caudal (Lana et al., 2007; Sorenmo, 2011a). O tamanho tumoral &

variavel, podendo ser deste alguns milimetros (2-3 mm) a varios centimetros de didametro (até
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8 cm) (Hedlund, 2008). Os TM malignos invasivos tendem a aderir a pele e aos musculos
abdominais, bem como a manifestarem ulceragdo cutdnea (25% dos casos de TMF) e
crescimento rapido (Lana et al., 2007). Secre¢Ges anormais podem ser obtidas ao exercer uma
cuidadosa pressdo sobre os mamilos das GM lesionadas, que normalmente se encontram
inflamadas (Peleteiro, 1994).

Diversos clinicos recorrem ao exame citologico por intermédio de puncdo aspirativa com
agulha fina (PAAF) ou por aposicao, devido a ser facil de realizar, permitir obter resultados
rapidamente e ndo implicar execucdo de anestesia, mas as suas ilacdes sdo muitas vezes
inconclusivas ou equivocadas (Peleteiro et al., 2011). O teste “golden standard” para a
confirmacdo de TMF é a andlise histopatolégica, que deve ser realizada ap6s a
lumpectomia/mastectomia ou através de bidpsia preliminar nos casos da cirurgia estar
contraindicada (p.ex. devido ao animal ser muito idoso ou existir suspeita de carcinoma
inflamatdrio) (Lana et al., 2007; Hedlund, 2008; Peleteiro et al., 2011). Antes da mesma,
recomenda-se a execucdo de uma ecografia abdominal e de radiografias torécicas (projecGes
ventro-dorsal, lateral direita e esquerda) para despiste de metastases abdominais e/ou torécicas,
uma vez que agravam o progndstico de modo independente do resultado histopatolégico (o
ideal seria a realiza¢do de uma tomografia axial computadorizada, mas na maioria das vezes tal
ndo é possivel) (Morris, 2013). Estes exames devem ser inclusivamente realizados de modo
sistematico, mesmo que ndo exista suspeita de metastases, de modo a controlar a fase evolutiva
do processo neoplasico (Peleteiro, 1994). Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recomenda a determinacdo do estadio da evolucdo dos carcinomas mamarios malignos
com base na avaliacdo do tamanho tumoral (T), linfonodos regionais (N) e metéstases a
distancia (M), de acordo com os critérios especificos que se encontram adaptados aos TMF na
tabela 1 (Sorenmo, 2011a; Morris, 2013). O conhecimento do estadio tumoral ajuda em certa
medida o clinico a planear a terapéutica, a avaliar os seus resultados e a estabelecer o

progndstico (Peleteiro, 1994).

Tabela 1 — Estadiamento dos tumores mamarios felinos (adaptado de Sorenmo, 2011a).

Estadio Tamanho tumoral (T) Linfonodo regional (N) Metastase a distancia (M)
I (T1; No; Mo) <2cm(Ty) Sem metastizacdo (No) Ausente (Mo)
11 (T2; No; Mo) 2-3cm(T2) Sem metastizagdo (No) Ausente (Mo)
111 (T12; N1; Mo ou <3cm(T12) Com metastizagdo (N1) Ausente (Mo)
Ts; No,1; Mo) >3 cm (Ta) Com ou sem metastizacdo (No,1) Ausente (Mo)
1V (T123; Noa; Ma) Qualquer Com ou sem metastizacéo (No,1) Presente (My)
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Os locais de metastizagdo mais frequentes séo os linfonodos regionais (em 27% dos casos no
momento da cirurgia), os pulmdes (em 76% dos casos submetidos a necropsia), a pleura (em
40% dos casos submetidos a necropsia) e o figado; e os menos frequentes sdo a supra-renal, 0
diafragma, o rim, o baco, a pele, o encéfalo, o musculo e o esqueleto (sobretudo na coluna
vertebral, umero e fémur) (McEwen & Hayes, 1984; Peleteiro, 1994; Giménez, 2010; Brunetti
etal., 2013; Beha et al. 2014). O estado geral do animal deve ser determinado por hemograma
completo, perfil bioquimico, testes de coagulacéo, urianalise, teste de virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e de FeLV para uma melhor decisdo da terapéutica a instituir e para despiste de
sindromes paraneoplasicas concomitantes (p.ex. anemia, leucocitose, hipoglicemia,
hipercalcemia) (Novosad, 2003; Thompson, 2007; Hedlund, 2008).

3.3.4. Classificacdo histopatoldgica

A classificacao histopatologica das lesdes mamarias felinas (LMF), sugerida pela OMS, baseia-
se na diversidade das suas caracteristicas morfologicas (Misdorp et al., 1999). Presentemente
inclui 7 subtipos de lesdes ndo tumorais, 6 subtipos de tumores benignos e 8 subtipos de tumores
malignos, mencionados na tabela 2, bem como um grupo de tumores ndo-classificaveis
(Misdorp et al., 1999).

Tabela 2 — Classificacao histoldgica das lesdes mamarias felinas (adaptado de Misdorp, 1999).

Hiperplasias/Displasias mamarias Tumores benignos Tumores malignos
Hiperplasia ductal Adenoma simples Carcinoma ndo infiltrativo (in situ)
Hiperplasia lobular Adenoma complexo Carcinoma tubulo-papilifero
. . o Fibroadenoma de baixa . -
Hiperplasia epitelial - Carcinoma solido
celularidade
Fibroadenoma de alta . _
Adenose - Carcinoma cribiforme
celularidade
Hiperplasia fibroadenomatosa Tumor misto benigno Carcinoma das células escamosas
Quistos Papiloma ductal Carcinoma mucinoso
Ectasia ductal Carcinossarcoma
Fibrose focal Carcinoma ou sarcoma em tumor benigno

Esta classificagcdo € adotada em todo o mundo e é razoavelmente reprodutivel. Contudo,
apresenta a grande desvantagem de classificar no mesmo subtipo tumores com perfis bioldgicos
e clinicos muito distintos, pelo que tem implicagcBes prognosticas e preditivas minimas,
revelando a este nivel uma utilidade médica bastante modesta (Misdorp et al., 1999; Preziosi,
Sarli, Benazzi, Mandrioli & Marcato, 2002; Viale, 2012). Tal desvantagem relaciona-se com o
facto de analisar apenas as alteracGes estruturais dos tecidos mamarios e ndo as causas de tais
alteracOes (relacionadas com o progndstico), sendo que inimeras neoplasias mamarias com

etiologia diferente podem ter uma apresentacao clinica e histolégica semelhante, e as neoplasias
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mamarias com a mesma oncogenese podem ter apresentacdes fenotipicas muito diferentes
(Weber, 2010). Assim, é compreensivel que os proprios autores indiquem que se trata de uma
classificagdo meramente “morfoldgica descritiva e ndo de uma classificagdo prognoéstica”
(Misdorp et al., 1999, p.25, traducdo livre). Na realidade, a mesma classifica cerca de 80% das
LMF como adenocarcinomas, maioritariamente dos subtipos tubulo-papilifero (apresentam
formagoes tubulares e/ou projecdes papilares), sélido (células tumorais dispostas em “cordodes”,
“leng6is” ou “ninhos”) e cribiforme (semelhante a um crivo, com pequenas aberturas) (Misdorp
et al., 1999; Lana et al., 2007; Costa, 2010). Assim, transmite o conceito de que os TMF séo
neoplasias mondtonas, com pouca variabilidade histoldgica, ndo espelhando a sua verdadeira
heterogeneidade, o que contribuiu para que estes fossem pouco explorados e se traduziu,
evidentemente, num reduzido nimero de estudos publicados sobre 0os mesmos, sobretudo em
comparagdo com as espécies humana e canina (apenas cerca de 200 artigos foram publicados
sobre os TMF deste de 1966) (Travassos, 2006; Viale, 2012; Zappulli et al., 2014).

No entanto, convém realcar que existe uma certa variacao histolégica tumoral intrinseca, na
medida em que diferentes lesdes tumorais podem apresentar subtipos histoldgicos igualmente
diferentes e nas mesmas lesGes neoplasicas podem coexistir varios subtipos histomorfoldgicos,
pelo que nesses casos a classificacdo geral deve incluir o subtipo predominante seguido do(s)
minoritario(s) e a analise histopatoldgica deve ser, logicamente, sempre realizada em cada
tumor individualmente (Misdorp et al., 1999; Peleteiro et al., 2011). Os TMF malignos mais
frequentes sdo os epiteliais ja citados, enquanto os menos frequentes sdo 0s carcinomas de
células escamosas (constituidos por um padrdo sélido com areas de diferenciacdo escamosa),
carcinomas mucinosos (tipo simples ou complexo com abundante produgdo de mucina),
carcinossarcomas (com tecido epitelial — luminal e/ou mioepitelial — e mesenquimal —
conjuntivo) e os mesenquimais denominados de sarcomas em tumores benignos (focos distintos
de células de aparéncia maligna em adenomas complexos ou em tumores mistos benignos)
(Misdorp et al., 1999; Lana et al., 2007). Os TMF benignos sé&o normalmente fibroadenomas
(apresentam células epiteliais e células estromais) e raramente papilomas ductais (tumores
simples ou complexos localizados em ductos distendidos, sob a forma de Iébulos ou de
ramificacdes) (Misdorp et al., 1999; Morris, 2013).

Posto isto, compreende-se que varios autores considerem que esta classificagcdo descritiva é
desnecessariamente complexa, pois pode conduzir a uma série de combinacdes de varios
padrGes morfologicos, sendo um serio desafio, por vezes, encontrar informacgdo clinica
relevante na miriade de resultados possiveis, apesar de aproximadamente 80% dos casos
incluirem apenas 3 subtipos, conforme suprarreferido (Peleteiro, 1994; Travassos, 2006). Ainda

assim, é importante salientar que a analise histopatoldgica continua a ter um papel fundamental
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nos casos de TMF, ndo s por permitir obter o diagndstico definitivo, distinguindo lesdes nao
tumorais de tumorais e neoplasias benignas de malignas, bem como porque, de facto, alguns
subtipos histolégicos menos comuns estdo associados com o prognostico (p.ex. tumores
complexos estdo correlacionados com maiores TS), pelo que tal informacdo ndo deve ser
descartada (Seixas et al., 2008; Viale, 2012). Ademais, a analise histopatologica inclui ndo s
a classificagdo histoldgica, mas também a avaliagdo de outras caracteristicas importantes da
lesdo, como o grau de malignidade, a presenca de permeacgéo vascular e/ou de necrose, com
valor prognostico comprovado. O grau de malignidade é determinado de acordo com uma
adaptacdo do método de Scarff-Bloom-Richardson feita por Elston e Ellis (1998) que utiliza
um sistema numeérico de 1 a 3 para avaliar o pleomorfismo nuclear, a formacg&o de tabulos e o
nimero de mitoses, conforme descrito na tabela 3, ndo se aplicando a carcinomas nédo

infiltrativos, nem a sarcomas ou a outras formas pouco comuns de TM (Peleteiro, 1994).

Tabela 3 — Critérios utilizados na determinacéo do grau de malignidade (adaptado
de Elston & Ellis, 1998).

Parametro Pontuagao

Pleomorfismo nuclear
Nucleos pequenos, uniformes e regulares 1
Aumento moderado do tamanho e variabilidade
Variagdo marcada com nucléolos proeminentes ou multiplos 3
Formacao de tabulos

Frequente (>75%) 1
Moderada (10-75%)
Reduzida ou ausente (<10%) 3

NUmero de mitoses

0-5 mitoses 1
6-10 mitoses 2
>11 mitoses 3

O pleomorfismo nuclear é definido mediante a andlise da variabilidade nuclear, do nimero e
do tamanho dos nucléolos. Na estimativa da formacao de tubulos sé se consideram as estruturas
com clara formag&o de lumen central, utilizando-se como cut-off’s 0s valores de 10% e 75% da
extensdo da massa neoplésica. A contagem do nimero de mitoses € feita em 10 campos de
grande ampliacdo (40x) na periferia do tumor. No final, o somatorio dos valores atribuidos a
cada um dos 3 parametros permite identificar os tumores de baixo grau de malignidade (grau I,
pontuacéo total 3-5), de grau de malignidade intermédio (grau Il, pontuagdo total 6-7) e de

elevado grau de malignidade (grau Il1, pontuagéo total 8-9) (Elston & Ellis, 1998).
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3.3.5. Tratamento

A abordagem terapéutica de eleicdo na maioria dos casos de TMF sem metastiza¢do continua
a ser a excisdo cirargica de todo o tecido neoplasico, pois apresenta as vantagens de permitir o
diagnostico histopatolégico subsequente, poder ser curativa, melhorar a qualidade de vida e/ou
alterar a progressao da doenca (Hedlund, 2008; Sorenmo, 2011a). Existe alguma controversia
em relacdo a qual a melhor técnica cirdrgica a aplicar: lumpectomia (excisdo de uma massa ou
parte de uma GM), mastectomia simples (excisdo de uma GM inteira), mastectomia regional
(excisdo da GM envolvida e das adjacentes), mastectomia unilateral (exérese das quatro GM da
cadeia do lado afetado, incluindo os tecidos subcutaneos e linfonodos associados) ou
mastectomia bilateral (remoc¢édo das duas cadeias mamarias) (Hedlund, 2008). De acordo com
alguns autores, a mastectomia unilateral é o método de elei¢do, independentemente do tamanho
do tumor, na medida em que reduz o risco de recidiva local (MacEwen et al., 1984a e 1984b;
Hayes & Mooney, 1985; Novosad, 2003; Lana et al., 2007). No caso das duas cadeias mamarias
apresentarem tumores, entdo recomendam a realizag&o de mastectomia bilateral em dois tempos
(mastectomias unilaterais com intervalo de duas a quatro semanas entre cada uma) ou huma so
cirurgia (raramente é possivel, devido ao desafio que acarreta a sutura de aproximacao da pele)
(MacEwen et al., 1984a e 1984b; Hayes & Mooney, 1985; Lana et al., 2007; Morris, 2013).
Independentemente da técnica escolhida pelo cirurgido, deve-se sempre respeitar 0s seguintes
principios: efetuar a incisdo de modo a salvaguardar uma ampla margem entre os tecidos
neoplasicos e saudaveis (2 a 3 cm); evitar ao maximo a manipulacdo dos tecidos tumorais;
realizar a hemdstase o mais rapido possivel (veias em primeiro lugar); proteger os tecidos
saudaveis periféricos e eliminar o maximo de tecido tumoral invasivo limitando, assim, os
riscos de recidivas locais (Fleurisson, 2005). A excisdo do linfonodo inguinal é quase sempre
feita quando as GM posteriores se encontram afetadas, mas o linfonodo axilar normalmente sé
é extirpado se estiver hipertrofiado ou se na citologia prévia se verificou a existéncia de células
tumorais, pois a sua excisao profilatica é dificil e ndo parece revelar beneficios clinicos
(Fleurisson, 2005; Lana et al., 2007; Morris, 2013). Como a exérese cirrgica dos TM malignos
normalmente ndo é curativa, existe uma investigacao intensa no sentido de desenvolvimento de
terapéuticas (neo) adjuvantes eficazes.

A quimioterapia (QT) é muitas vezes recomendada devido ao elevado potencial recidivo e
metastatico destes tumores (Novosad et al., 2006; McNeill et al., 2009). A doxorrubicina
(antibidtico antitumoral, 25 mg/m?, administrado lentamente por via intravenosa cada 3
semanas) em regime de mono ou de poliquimioterapia, p.ex. com ciclofosfamida (agente
alquilante, 50 a 100 mg/m?, administrado por via oral nos dias 3, 4, 5 e 6 apds a injecdo da

doxorrubicina), parece induzir respostas positivas a curto prazo em cerca de 50% dos pacientes
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felinos com TM metastizados, muitas vezes ndo operaveis localmente (Lana et al., 2007;
Morris, 2013). McNeill et al. (2009) verificaram no seu estudo que o TLD médio foi
substancialmente mais elevado em gatos com TM tratados com cirurgia e QT (n=37) do que
naqueles em que so foi realizada cirurgia (n=36) (676 versus 372 dias, p=0,15), mas em relacao
ao TS médio observaram o inverso (846 versus 1406 dias, p=0,78). A QT metronémica (em
doses baixas) poderd ser uma alternativa viavel, apesar do protocolo com vincristina,
ciclofosfamida e metotrexato em TMF ndo ter aumentado o TLD médio (Hayes & Mooney,
1984 citados por Morris, 2013). Estes dados revelam a necessidade premente de mais
investigacOes de modo a esclarecer o real beneficio clinico da QT.

A realizacdo de ovariohisterectomia (OVH) ap6s o diagnostico parece ser benéfica na regressdo
de lesbes ndo neoplésicas (p.ex. no caso de hiperplasia fibroepitelial), mas o seu papel na
prevencdo de recidivas e no aumento do TS no caso de ja existirem lesGes neoplasicas ainda
gera alguma polémica entre a comunidade cientifica (Lana et al., 2007; Matos, Baptista, Gartner
& Rutteman, 2012; Morris, 2013).

O recurso a radioterapia é pouco habitual nos casos de TMF, devido aos seus elevados custos
econdmicos e a falta de evidéncias que demonstrem um efeito positivo da mesma no TS dos
respetivos animais (Novosad, 2003; Giménez et al., 2010).

As terapéuticas imunomodeladoras que recorrem a levamisol (MacEwen et al., 1984a), Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) (Rutten et al., 1990), Corynebacterium parvum (Misdorp, 1987),
muramil tripeptido fosfatidiletanolamina encapsulado em lipossomas (L-MTP-PE) (Fox et al.,
1995), administradas mediante injecBes intratumorais (BCG) ou como adjuvantes a excisdo
cirargica, ndo parecem acrescentar qualquer eficacia ao tratamento convencional dos TMF
(Lana et al., 2007; Morris, 2013).

Alguns inibitores dos RTK, como o imatinib (Lachowicz, Post & Brodsky, 2005; Isotani et al.,
2006, 2010) e o masitinib (Bellamy, Bader, Moussy & Hermine, 2009; Daly et al., 2011), tém
revelado uma boa tolerdncia em gatos, mas ndo existe informagdo concreta acerca da sua
eficacia terapéutica em TMF (London, 2009; Morris, 2013).

Entre os moduladores seletivos do recetor de estrogénio (SERM) com elevada capacidade para
inibir o RE-a felino no tecido mamario, destaca-se o Bazedoxifeno (Toniti, Suthiyotha,
Puchadapirom & Jenwitheesuk, 2011), mas também ndo existem estudos publicados acerca da
sua real eficacia, nem de outros SERM, no tratamento de TMF (muito provavelmente devido a
estes tumores serem descritos como hormono-independentes) (Morris, 2013). Antagonistas dos
RP estdo indicados nos casos de displasias e/ou hipertrofias, nomeadamente a aglepristona na

dose de 10 mg/kg administrada duas vezes com um intervalo de tempo de 24 horas ou na dose
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de 20 mg/kg administrada semanalmente até completa remissdo da displasia mamaria (4 a 9
semanas de tratamento) (Alenza, 2011).

O tratamento paliativo, geralmente, baseia-se em: anti-inflamatorios ndo esteroides, nas
situacBes de dores leves e, particularmente, nos TM com sobreexpressdao de COX-2 (p.ex.
piroxicam, meloxicam, carprofeno ou cetoprofeno); opidides, nos casos de dores moderadas a
severas (p.ex. fentanil, morfina, butorfanol, codeina ou buprenorfina); antagonistas N-metil D-
aspartato (NMDA,; p.ex. amantadina); anticonvulsivos (p.ex. gabapentina); antidepressivos
triciclicos (p.ex. amitriptilina e clomipramina) e/ou antibioticos (p.ex. no caso de ulceracao)
(Timothy, 2014).

3.3.6. Progndstico
As neoplasias mamarias felinas sdo normalmente associadas a um mau progndstico, porém
diversos estudos referem a existéncia de uma ampla gama de tempos de sobrevivéncia entre 0s
felinos afetados (Mills et al., 2014). Um dos grandes desafios que a Oncologia Felina ainda
enfrenta relaciona-se com a identificacdo de fatores de prognostico que realmente permitam
prever o comportamento clinico das neoplasias em cada caso individual ou que, pelo menos,
possibilitem estratificar grupos de pacientes com padrdes distintos de sobrevivéncia, consoante
a agressividade bioldgica dos seus tumores (Preziosi et al., 2002; Matos et al., 2012).
A definicdo de um bom fator de progndstico é um parametro independente, facilmente
mensurado através de técnicas reprodutiveis e sensiveis, que expressa normalmente um
fendmeno oncobiologico relacionado com o crescimento, invasao e metastase neoplasica, e que
serve como preditor da evolucdo da doenca e da sobrevida do paciente, podendo ser também de
fundamental importancia no planeamento dos protocolos terapéuticos a instituir.
Tradicionalmente, os fatores de prognéstico mais significativamente associados com o TLD,
TS e, inclusivamente, com a qualidade de vida dos felinos com TM malignos, tanto através de
andlise univariada como multivariada, sdo: o tamanho tumoral; a presenca de metastases no
momento do diagnostico; o grau de malignidade; a permeacdo vascular e a extensdo da cirurgia
(Weijer & Hart, 1983; Lana et al., 2007; Hedlund, 2008; Zappulli et al., 2014). De seguida, sera
feita uma breve caracterizagdo destes e de outros potenciais fatores de progndstico,
tradicionalmente referidos na literatura:
= Tamanho tumoral: alguns estudos indicam que TMF com didmetros maiores do que 3 cm
(elevado risco de doenga metastatica e de recidiva), entre 2 a 3 cm e menores do que 2 cm
estdo associados a TS médios de 4 a 12 meses, 15 a 24 meses e mais do que 3 anos se forem

submetidos a cirurgia, respetivamente (MacEwen et al., 1984b; Viste, Myers, Singh & Simko,
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2002; Lana et al., 2007; Sorenmo, 2011a). Assim, quando mais cedo forem diagnosticados e
tratados menor seré a progressdo tumoral e melhor seréd o progndstico.

= Presenca de metastizacdo: as metastases regionais e sobretudo as distantes reduzem o TS, pelo que
implicam um mau progndstico (MacEwen et al., 1984b; Lana et al., 2007).

» Grau de malignidade: ¢ um fator de prognostico independente muito consolidado que permite
identificar grupos de gatas com elevado risco de desenvolverem doenga neoplasica metastatica e de
morrerem precocemente (Seixas, Palmeira, Pires, Bento & Lopes, 2011; Morris, 2013; Mills et al.,
2014). De acordo com Castagnaro et al. (1998a), os felinos com TM de grau I e III (baixa e elevada
malignidade) sobrevivem passado um ano da cirurgia em aproximadamente 100% e 0% dos casos,
respetivamente.

» Permeag@o vascular: esta associada a tumores de alta agressividade bioldgica, com mau progndstico
(Seixas, Palmeira, Pires & Lopes, 2007; Seixas ef al., 2011; Sorenmo, 2011a; Zappulli ez al., 2014).

= Extensdo da cirurgia: a cirurgia radical (mastectomia bilateral) reduz a percentagem de recidivas e
aumenta o TS, comparativamente com a cirurgia conservativa (Weijer, K. & Hart, 1983; Ito et al.,
1996; Morris, 2013). Num estudo, os felinos com TM submetidos a mastectomia bilateral
sobreviveram 917 dias, a mastectomia regional sobreviveram 428 dias e aqueles que realizaram
mastectomias unilaterais sobreviveram 348 dias (Novosad et al., 2006).

= Classificacdo Histologica: os TMF sdo quase exclusivamente adenocarcinomas (80% dos casos).
Os carcinomas circunscritos ao epitélio do duto (“in situ’’) tém um prognostico razoavel, enquanto
os invasivos (p.ex. solidos e sarcomas) t€ém mau prognostico, que € ainda pior se revelarem
permeagao vascular ou linfatica (Hedlund, 2008).

= Estadio clinico: estd também associado significativamente com o TS dos felinos com TM (Morris,
2013). De acordo com Ito et al. (1996) os gatos com estadio clinico I, II, III e IV apresentam uma
sobrevida média de 29, 12.5, 9 e 1 més, respetivamente.

= [dade: gatos idosos tém um prognostico mais desfavoravel (Misdorp et al., 1999).

= indice mitdtico: um indice mitético baixo esta associado a melhor progndstico comparativamente a
um indice mitdtico elevado (TS médio de 22 meses versus 12 meses, respetivamente) (Preziosi et
al., 2002; Hedlund, 2008; Morris, 2013).

= Multiplos TM: gatos com multiplos TM, segundo alguns autores, tém sobrevidas mais curtas do que
aqueles com um unico tumor (Hedlund, 2008).

= Necrose: a presenca de necrose esta associada a pior prognoéstico (Misdorp ef al., 1999).

* OVH no momento da mastectomia: em TMF ainda ¢ um fator que gera muitos debates entre os
investigadores (Matos et al., 2012).

= Raca: os felinos de Pélo Curto (Shorthair) parecem ter um melhor prognostico (Sorenmo, 2011a).

Entretanto, nas tltimas décadas, tem sido exercido um enorme esfor¢co no sentido de investigar
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potenciais marcadores moleculares que ajudem no estabelecimento de um progndstico mais assertivo,
tanto em Oncologia Humana como em Oncologia Veterindria. Entre os mais conhecidos nos TMF,
destacam-se os seguintes:
= AKT: a sua forma ativa p-AKT esté associada a uma maior malignidade dos TMF e a menores TLD
(Maniscalco et al., 2012).
= Alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR): ¢ uma serina-treonina quinase (proteina quinase
citoplasmatica) envolvida na via PI3K, que regula o crescimento, a proliferacao, a motilidade e a
sobrevivéncia celular (Eroles et al., 2012). Maniscalco ef al. (2013) detetaram a sobreexpressao
deste marcador em 33 dos 58 (56,9%) carcinomas mamarios felinos que analisaram. Verificaram
uma associacao da mesma com os TMF que subexpressavam RE, RP e HER-2 (22/31, p=0,03), que
eventualmente estdo associados a pior prognostico.
= Ciclina A: a sua sobreexpressdo tem sido detetada em TMF malignos, pelo que poderd ter
implicagdes na avaliacdo prognodstica destas neoplasias (Murakami ef al., 2000a e 2000b). Porém,
sdo necessarios estudos que correlacionem esta sobreexpressao com o TS.
= Citoqueratinas (CK): sdo uma subclasse de filamentos intermediarios do citoesqueleto das células
epiteliais. Podem ser divididas em dois grupos consoante o seu pH: as do tipo I, 4cidas, que incluem
as CK 9 a23; eas dotipo I, basicas, CK 1 a 8. A sua importincia reside na especificidade da expressao
de CK de acordo com o tipo de células envolvidas. As células luminais epiteliais tendem a expressar
as CK 7, 8, 18 e 19 (de baixo peso molecular); enquanto as células mioepiteliais expressam as CK 5,
6, 14 e 17 (de alto peso molecular), além de actina, calponina, vimentina e p63 (Sorenmo, Rasotto,
Zappulli & Goldschmidt, 2011b; Zaha, 2014). Pefafiel-Verdu et al. (2012) observaram uma
associacao significativa entre a expressao de CK 5 e 6 (basais) € a presenca de metéstases regionais
em TMF. M.J. Soares verificou uma correlagdo entre a malignidade dos TMF e a expressao de CK 5
e 6, pelo que estas parecem estar associadas, nestes tumores, a um pior progndstico (comunicagao
pessoal, 3 de abril, 2014).
= Claudina-2: a sua subexpressao nos TMF foi significativamente associada com elevado grau de
malignidade (p=0,011) e presenca de metastizagao (p=0,0027) (Flores, Rema, Carvalho, Faustino &
Dias Pereira, 2014).
= COX-2: a sua sobreexpressao foi associada, em TMF, a uma imunorreatividade negativa para os
RE-a, positiva para os RP ¢ VEGF, bem como a pior prognostico (Millanta et al., 2006c).
= E-caderina: esta molécula de adesao celular parece encontrar-se subexpressa ou ausente nos TMF
malignos e nas respetivas metastases, mas sobreexpressa nos tecidos mamarios normais, pelo que a
sua avaliacdo podera ajudar a definir o progndstico (Pereira & Gértner, 2003; Pefiafiel-Verdu et al.,
2012; Zappulli et al., 2012).

= indice de regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR): estas regides sio componentes
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estruturais e funcionais nucleolares associados a proteinas argirofilicas, que estdo envolvidas na
transcrigdo e processamento de RNA ribossomal (Hughes & Dobson, 2012). Um baixo indice de
AgNOR esté associado a um progndstico mais favoravel do que um elevado indice de AgNOR (TS
médio de 22 meses versus 14 meses, respetivamente) (Preziosi et al., 2002).

= indice de Ki-67: 0 Ki-67 é uma proteina nuclear expressa nas fases ativas do ciclo celular (G1, S,
G2 e especialmente durante a M) (Preziosi et al., 2002). Elevados indices deste marcador de
proliferacdo celular em TMF sugerem um pior progndstico (Castagnaro et al., 1998b; Pereira,
Carvalheira & Gartner, 2004; Lana et al., 2007; Morris et al., 2008; Seixas et al., 2011).

= indice de antigénio nuclear de proliferacdo celular (PCNA): este antigénio ¢ uma proteina expressa
em todas as fases do ciclo celular (principalmente na fase S), que funciona como co-fator da ADN
polimerase delta e esta envolvida na reparagdo do ADN (Hughes & Dobson, 2012). Um indice de
PCNA elevado foi associado significativamente com TMF malignos, logo com pior prognostico
(Preziosi, Sarli, Benazzi & Marcato, 1995).

» HER-1: a sua expressdo em TM humanos esta associada a tumores basais de pior progndstico
(Eroles et al., 2012). Wiese et al. (2013) identificaram imunomarcagao deste recetor em 15 dos 24
(62,5%) TMF que analisaram, mas o seu valor progndstico ainda ndo ¢ consensual.

» HER-2: nos TM humanos o recetor HER-2 ¢ um importante fator de prognostico e alvo terapéutico
(Slamon et al., 1987; Soares et al., 2013). Em TMF, um estudo de Millanta et al. (2005b) verificou
uma correlagdo da sobreexpressdo deste recetor com TS curtos (p=0,02), mas o seu papel no
progndstico em gatos mantem-se controverso (Rasotto et al., 2011).

* MMP-9: um estudo de Akkoc ef al. (2012) sugere que a metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9) ¢é
um importante indicador de prognostico, na medida em que permite avaliar a capacidade de
progressao e de metastizagdo dos TMF.

®» P-caderina: também ¢ uma molécula de adesdo celular pertencente a familia das caderinas (Figueira
etal.,2014). Figueira et al. (2012) detetaram uma imunoexpressao deste biomarcador restrita a células
mioepiteliais de GM normais (n=4), de hiperplasias mamarias (n=12) e de TMF benignos (n=6). No
entanto, nos TMF malignos (n=45) verificaram uma imunomarcagdo epitelial aberrante
estatisticamente significativa (p=0,0001), inclusivamente correlacionada com elevado grau de
malignidade (p=0,0132), pelo que parece estar associada a pior prognostico.

» PTEN: tem sido detetada uma elevada auséncia de expressao de PTEN em TMF, mas sdo
necessarios mais estudos para comprovar a correlagao desta subexpressao com um pior progndstico
(Ressel et al., 2009; Maniscalco et al., 2012).

= Recetores hormonais (RE-a e RP): a imunoexpressao destes recetores ndo ¢ atualmente considerada
como um fator de prognostico definitivo em TMF, apesar da sua subexpressdo estar frequentemente

associada a neoplasias mais agressivas, estadios avangados e recidivas precoces (Mulas et al., 2000b;
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Millanta et al., 2005a e 2006a).

= RON: o unico estudo sobre este recetor em TMF revelou uma sobreexpressao do mesmo em 29,4%
dos casos analisados (10/34) e relacionou-o com um fenotipo tumoral agressivo, mas sao necessarios
mais investigagdes para discernir o seu real valor prognoéstico (De Maria et al., 2002).

= STAT3: estudos de Petterino et al. (2006, 2007a e 2007b) referem que a imunoexpressao positiva
de STAT3 em TMF estd significativamente associada a elevados graus de malignidade,
pleomorfismo, atividade mitotica e formagao tubular, sugerindo o seu potencial valor progndstico.

= Telomerase: a atividade e a expressao desta enzima foram demonstradas em TMEF, mas sdo
necessarios mais estudos para confirmar o seu valor progndstico (Muleya et al., 1998; Uyama et al.,
2005; Fusaro et al., 2009).

= TopBP1: a sua expressdo em TMF foi correlacionada positivamente com o grau de malignidade,
existindo a possibilidade de que mutagdes no seu gene induzam a sua sobreexpressdo e estejam
associadas a pior progndstico (Morris ef al., 2008; Giménez et al., 2010).

= TP53: mutagdes neste gene supressor de tumores conduzem a sobreexpressao de TP53, sendo em
principio significativamente mais frequente nos TMF malignos do que nos benignos (Nakano ef al.,
2006; Giménez et al., 2010). Ainda assim, a associagdo desta sobreexpressdo com um pior
prognostico nos TMF ¢ atualmente questionavel (Hughes & Dobson, 2012).

= VEGF: a elevada expressdo deste fator angiogénico estd associada a um pior prognostico em

carcinomas mamarios felinos (Millanta ez al., 2002b, 2006b e 2006c; Islam et al., 2012).

3.3.7. Tumores mamarios felinos e Oncologia Comparativa

O estudo dos TMF tem como principal objetivo a preservacdo da salde e do bem-estar dos
felinos, que de acordo com uma ética ndo-antropocéntrica, possuem, naturalmente, um enorme
valor intrinseco enquanto seres vivos. Para Peter Singer, o que determina este valor intrinseco
e que confere aos gatos uma condicdo de ser moral, é a sua capacidade de sentir (senciéncia),
sendo que a questdo que se coloca, quando se fala destes ou de outros animais, ndo é tanto
“podem eles raciocinar?”, “podem eles falar?”, mas “sera que eles sofrem?”” (Friend, 1990,
p.3463, traducdo livre; Singer, 1993). De facto, os felinos como animais dotados de sistema
nervoso capaz de determinar sensac¢des de prazer ou de dor, tém estatuto moral, e portanto, séo
dignos de consideracao e de investimentos cientificos que investiguem as suas doengas com o
objetivo de alcancar as respetivas curas. Os seres humanos sdo portadores de uma misséo de
protecdo da vida que os envolve e é nela que se revela a sua responsabilidade. Os felinos, pela
gratificacdo estética e pelos sentimentos que despertam, devem ser estimados e, por isso,
cuidados. Ademais, eles préprios cuidam da satde humana, existindo diversos estudos que

comprovam o seu papel na diminuicdo do risco de doengas cardiacas, aumento da qualidade de
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vida, efeito relaxante, diminuicdo do stress, aumento da tolerancia a dor, desenvolvimento do

sistema imunitario, prevencdo de alergias, aperfeicoamento cognitivo e motor, sucesso escolar,

prevencdo da depressdo, promocdo da interacdo social e sensacdo de utilidade a idosos

(Fitzgerald, 1986; Friedmann & Thomas, 1995; Jennings, 1997; Prosser, Townsend & Staiger,

2008).

Para além dessa perspetiva, é de salientar que os TMF compartilham uma série de

caracteristicas com os TM humanos, pelo que (deste de 1980) tém sido reconhecidos como

modelos adequados para o estudo do cancro de mama humano (Misdorp & Weijer, 1980; De

Maria et al., 2005; Burrai et al., 2010; Santos et al., 2012; Shafiee et al., 2013; Manesh et al.,

2014). Presentemente, a Oncologia é uma das areas que proporciona mais oportunidades para

se exercer o conceito de “One Health” na busca de conhecimentos que beneficiem os animais

e a humanidade. Alguns dos aspetos pelos quais 0s gatos com TM sdo modelos comparativos

interessantes, segundo Withrow (2009), sdo os seguintes:

»Os TMF diagnosticados na clinica sdo de desenvolvimento espontaneo, em oposi¢do aos
tumores que se induzem de forma experimental, pelo que sdo uma excelente oportunidade
para estudar muitos aspetos do cancro, deste a etiologia até ao tratamento;

= Os gatos compartilham o mesmo ambiente que os seus proprietarios, podendo servir como
sentinelas epidemioldgicas e etioldgicas;

= Apesar da baixa incidéncia em comparacdo com os TM humanos, os TMF revelam geralmente
subexpressdo de recetores hormonais e um comportamento mais agressivo, sendo assim
indicados para o estudo dos TM hormono-independentes de pior progndstico;

» Os TMF progridem mais rapidamente do que os seus homologos humanos, permitindo uma
avaliacdo mais rapida dos estadios finais, do TLD e do TS. Tendo em atencdo que o Unico
tratamento instituido na maioria dos casos de TMF é o cirlrgico, e que este ndo é geralmente
curativo, serd moralmente aceite a experimentacdo de novas terapéuticas nestes animais, em
vez de se esperar que todos os tratamentos validados tenham falhado, que € o que normalmente
acontece em humanos. Os Veterinarios tém a obrigacdo de ndo negar aos seus pacientes
tratamentos eficazes, mas também de planificar estudos cientificos prospetivos bem
desenhados de novos métodos terapéuticos. Contudo, os gatos com TM espontaneos, mesmo
sendo modelos de investigacdo mais atraentes e moralmente mais aceites do que os animais
de laboratorio, ndo devem ser submetidos a “investigagdes” mal concebidas e executadas em
qualquer animal,

» Os TMF sdo mais semelhantes aos TM humanos do que os TM dos murganhos, em termos de

tamanho e de cinética celular. Os felinos também compartilham semelhancgas na fisiologia e
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no metabolismo dos farmacos. Estes fatos permitem que exista uma melhor comparacédo das
distintas modalidades de tratamento entre os gatos e 0os humanos;

= Os gatos apresentam um sistema imune intacto, pelo que permitem ensaios imunol6gicos e
enfoques na terapéutica em estudo;

= Os ensaios terapéuticos em gatos sdo, geralmente, mais econdmicos do que em humanos;

= Os felinos vivem o tempo suficiente para se testarem os efeitos a longo prazo das respetivas
terapéuticas a serem investigadas;

= Podem ser contatados centros de referéncia regionais de modo a aumentar a concentragédo de
casos e a facilitar os exames clinicos;

= Os proprietarios com frequéncia possibilitam a realizacdo da necropsia, 0 que é importante
para o controlo da evolugdo tumoral e da toxicidade;

=Os gatos sdo suficientemente grandes para exames imagiologicos, assim como para
intervencdes cirdrgicas;

= As doses de quimioterapia, a toxicidade e os tamanhos dos campos de radiacdo séo
semelhantes aos dos humanos;

= A recente sequenciacdo do genoma felino e a sua semelhanca com o genoma humano cria
uma oportunidade Unica e sem precedentes para o estudo oncologico comparativo numa
perspetiva gendmica.

Neste sentido, é digno de nota que o estudo dos TM humanos, ainda assim, encontra-se num

patamar de conhecimento muito superior ao dos TMF, nomeadamente no que diz respeito as

suas caracteristicas oncogenéticas, que conduziram ao desenvolvimento da nova classificacdo

molecular dos mesmos, conforme sera revisto posteriormente.

3.4. Visao geral da Oncologia Gendmica

A sequenciacdo do genoma humano (no ano 2000), canino e felino (em 2005 e 2007,
respetivamente) foram realmente marcos fundamentais para a Medicina Humana e Medicina
Veterinaria, que concederam avanc¢os cientificos muito significativos em diferentes
especialidades, entre as quais se destaca a Oncologia (Lander et al., 2001; Lindblad-Toh et al.,
2005; Pontius et al., 2007). O conhecimento de todos os genes que codificam proteinas,
associado a descoberta de outros elementos de transcri¢cdo, como 0s microARN, tem promovido
intensos progressos na compreensdo da oncobiologia de diferentes tipos de tumores, mediante
técnicas de analise exaustiva de padrfes de expressdo genética e de identificacdo de mutacGes
(p.ex. insercOes, delecdes, amplificagbes génicas e/ou rearranjos) (McDermott et al., 2011). O
genoma completo dos tumores humanos tem sido sequenciado, aumentando ainda mais o

entendimento dos perfis mutacionais que contribuem para a sua oncogénese e que conferem
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resisténcia ou sensibilidade a terapéuticas especificas (Stratton et al., 2009; Vollan & Caldas,
2011; Alexandrov et al., 2013). Esta abordagem gendmica esta a ter serias repercussdes na
“classificacdo dos tumores, nos marcadores prognosticos, nos indicadores preditivos de
resposta terapéutica, no desenvolvimento de novos farmacos e nas estratégias de monitorizacao
clinica utilizadas em Oncologia, bem como na determinacdo da suscetibilidade hereditaria ao
cancro” (McDermott et al., 2011, p.340, traducdo livre). As neoplasias deixaram de ser vistas
como “caixas negras misteriosas” que ¢ melhor remover cirurgicamente de modo radical e
passaram a ser analisadas com conhecimentos médico-genéticos profundos que realmente
perspetivam a sua cura, inclusivamente em Medicina Veterinaria (Lana et al., 2007; Breen,
2009; Mukherjee, 2012). De facto, a gendmica comparativa comeca a avangar rapidamente,
surgindo uma série de oportunidades para integrar 0s recentes progressos genoémicos na
Oncologia Veterinaria, particularmente no que diz respeito as neoplasias mamarias (Lindblad-
Toh et al., 2005; Pontius et al., 2007; O’Brien, 2008; Breen, 2009).

Neste contexto, o atual conhecimento genético dos TM humanos seré revisto em seguida,
incidindo nos primeiros passos dados em direcdo a presente classificacdo molecular, nas razdes
gue conduziram a uma unido de esfor¢os internacionais para a descobrir e aperfeicoar, numa
caracterizacdo da mesma, em algumas das principais técnicas de diagndstico molecular, nas
implicacdes clinicas e nas terapéuticas dirigidas para cada subtipo molecular, de modo a
compreender melhor a sua possivel aplicagdo nos TMF.

3.5. Classificacdo molecular dos tumores mamarios humanos

Historicamente, os TM humanos foram dos primeiros tumores solidos malignos a beneficiarem
dos primérdios da abordagem gendémica, com a introducdo da analise de biomarcadores
preditivos de resposta terapéutica (RE-o, RP e HER-2) na pratica clinica (Carey, 2010; Sinm et
al., 2013). O estudo dos recetores hormonais, sobreexpressos em indmeras neoplasias
mamarias, associado ao desenvolvimento de hormonoterapias, nomeadamente a descoberta do
tamoxifeno que, na década de 1970, se tornou no primeiro medicamento a ser aprovado pela
FDA para reduzir o risco de cancro de mama estrogénio-dependente, foram preponderantes
(Cole et al., 1971; Ward, 1973; Lyon, Roux & Voll, 2006; Jordan, McDaniel, Agboke &
Maximov, 2014). Posteriormente, 0 HER-2, descrito pela primeira vez na literatura em 1984,
conduziu a imunoterapia com anticorpos anti-HER-2 especificos, como o trastuzumab,
aprovado pela FDA em 1998 para pacientes com TM HER-2-positivos metastaticos, tendo
igualmente um enorme impacto na rotina médica, nhomeadamente no delineamento de uma

terapéutica mais adequada (Schechter et al., 1984; Slamon et al., 1987; Slamon et al., 2001).
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No entanto, mesmo com estes avangos no diagnostico e no tratamento, que se refletiram num
aumento muito significativo do TS médio, os médicos continuaram a deparar-se com uma
capacidade limitada de preverem o comportamento clinico de cada tumor e o prognoéstico
individual dos pacientes, devido a existir uma elevada percentagem de casos que manifestavam
uma resisténcia imprevisivel aos medicamentos administrados (Carey, 2010; Weigelt & Reis-
Filho, 2010; Eroles et al., 2012; Sinm et al., 2013). O cancro apresenta caracteristicas
multidimensionais, pelo que raramente cede a uma Unica intervengdo ou medicamento (pelo
menos a médio e a longo prazo), sendo necessario combinar varias terapéuticas para se atingir
a eficacia desejada (Bertos & Park, 2011; Schreiber, 2012). Um dos desafios com que a
Oncologia Mamaria se defronta é precisamente a necessidade de uma classifica¢do progndstica
e preditiva confiavel que realmente oriente os médicos na selecdo das terapéuticas (neo)
adjuvantes mais eficazes para cada paciente (Colombo et al., 2011).

O delineamento do tratamento a aplicar e a emissao do prognostico baseavam-se, sobretudo, na
avaliacdo dos parametros clinicos (p.ex. idade do doente e tamanho do tumor) e
histopatoldgicos classicos (p.ex. grau de malignidade, tipo histoldgico, permeacdo vascular,
estadio TNM), bem como nos perfis bioldgicos (expressao de recetores hormonais — RE-a e RP
— e expressdo/amplificacdo do respectivo gene de HER-2) (Colombo et al., 2011; Viale, 2012;
Alizart, Saunus, Cummings & Lakhani, 2012; Eroles et al., 2012; Sinm et al., 2013; De Abreu
et al., 2013; De Abreu, Schwartz, Wells & Tsongalis, 2014; van de Vijver, 2014; Vuong,
Simpson, Verde, Cummings & Lakhani, 2014). Contudo, a informacdo obtida através do
cruzamento de todos estes dados tem sido constantemente insuficiente para uma pratica médica
eficiente, pois inimeros TM humanos, como muitos dos TMF, apresentam caracteristicas
clinicas e histopatolégicas semelhantes (inclusive 0 mesmo grau, estadio e tipo histolégico),
bem como perfis bioldgicos idénticos (ndo avaliados por rotina nos TMF), mas demonstram
sucessivamente diferentes respostas a terapéuticas iguais e desfechos clinicos muito dispares
entre si (Prat & Perou, 2011; Vollan & Caldas, 2011; Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012;
Viale, 2012; De Abreu et al., 2013). Assim, as decisfes terapéuticas baseadas em tais
parametros conduzem, geralmente, a uma percentagem elevada de pacientes expostos a
tratamentos inadequados (Weigelt & Reis-Filho, 2010; Harbeck, Sotlar, Wuerstlein, &
Doisneau-Sixou, 2014). Estima-se que 60% dos pacientes com indicacdo para realizarem
terapéuticas enddcrinas ndo beneficiam das mesmas, e que somente 30-40% dos pacientes com
sobreexpressdo de HER-2 apresentam melhorias clinicas com a administragdo do trastuzumab
(Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group, 2005; Smith et al., 2007; Aitken et al.,
2010). Os resultados a longo prazo de diferentes regimes de poliquimioterapia analisados em

123 ensaios clinicos randomizados, incluindo um total de 100.000 mulheres diagnosticadas com
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TM, foram comparados por Peto et al. (2012). Estes autores concluiram que cerca de 85% das
pacientes, seguidas durante 10 anos, ndo beneficiaram da administracdo de quimioterapia
citotdxica adjuvante em relacéo ao seu TS (Peto et al., 2012; Sinm et al., 2013). Outros estudos
indicam que aproximadamente 60% das mulheres diagnosticadas precocemente com TM
recebem terapéuticas quimioterdpicas, mas apenas uma minoria revela beneficios clinicos
(cerca de 2 a 15% das pacientes), apesar de todas estarem sujeitas aos seus efeitos secundarios
nocivos (Colombo et al., 2011; Reis-Filho & Pusztai, 2011; Crozier, Swaika & Moreno-
Aspitia, 2014). Nos felinos, a determinacdo dos TM que beneficiam clinicamente de uma
terapéutica quimioterapica também é um sério desafio, conforme referido anteriormente.

Esta complexa diversidade intrinseca dos TM, reconhecida hd décadas, tem conduzido a
enormes esforcos internacionais de pesquisa para se desenvolver um novo sistema de
classificacdo padronizado, que categorize 0s tumores de mama em subgrupos clinicamente
relevantes de acordo com as suas caracteristicas genomicas, transcriptomicas e epigenémicas,
com o objetivo de se atingir um modelo personalizado de gestdo destes mesmos tumores, que
permita selecionar as melhores terapéuticas para cada paciente (Colombo et al., 2011; Vollan
& Caldas, 2011; Alizart et al., 2012; Harbeck et al., 2014). No ano 2000, um estudo
desenvolvido por Perou e colaboradores, teve uma enorme contribuicdo para a possivel
concretizacdo desse objetivo, ao propor uma nova classificagdo molecular do cancro de mama
(Perou et al., 2000). Estes autores partiram dos principios de que a diversidade fenotipica dos
TM é acompanhada por uma correspondente diversidade de padrdes de expressdo genética, que
poderiam ser analisados com recurso a microarrays de ADN complementar (ADNc), e que
provavelmente forneceriam informacdes mais precisas acerca da caracterizagdo oncobioldgica
dos tumores do que a avaliagdo de padrBes clinicopatoldgicos e de biomarcadores isolados
(Perou et al., 2000). Assim sendo, a partir da aplicacdo de técnicas de analise de agrupamento
hierarquico a perfis de expressdo genética, determinados pela avaliacdo da expressao de 496
genes simultaneamente por intermédio dos referidos microarrays de ADNc, conseguiram fazer
“retratos moleculares” distintivos de 65 TM presentes em 42 pacientes, que permitiram
classificar os mesmos em 4 subtipos intrinsecos com caracteristicas especificas: Luminal,
HER-2-positivo (ou HER-2 sobreexpresso), Basal-like e Normal breast. Entre as principais
implicacdes de tal descoberta destacam-se a demonstracdo que 0s tumores que subexpressam
RE-o (RE-a negativos) e 0s tumores que sobreexpressam RE-o (RE-a positivos) constituem
doencas distintas em termos moleculares, e que os proprios carcinomas RE-a negativos incluem
dois subtipos bioldgicos distintos de TM (HER-2-positivo e Basal-like), que também deveriam
ser tratados como doencgas distintas (Perou et al., 2000). Subsequentes contribui¢cbes dos

mesmos e de outros autores na expansdo deste trabalho inicial, com grupos maiores de
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pacientes, revelaram que o subtipo Luminal pode ser dividido em pelo menos 2 subtipos
(Luminal A e Luminal B) e confirmaram que os diferentes perfis moleculares se correlacionam
com a expressdo de determinados genes, caracteristicas imunohistoquimicas, respostas
terapéuticas e prognosticos distintos (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001; Onitilo, Engel,
Greenlee & Mukesh, 2009; Spitale, Mazzola, Soldini, Mazzuchelli & Bordoni, 2009; Lam,
Jimenez & Boven, 2014).
Esta nova classificacdo levou a comunidade cientifica dedicada & investiga¢do dos tumores de
mama a concluir que estas neoplasias ndo constituem, de modo algum, uma GUnica doenga, mas
sim um conjunto de diferentes doencgas com patogéneses moleculares distintas, embora, muitas
vezes, com idénticos padrdes clinicos e/ou histopatoldgicos (Perou et al., 2000; Weber, 2010;
Colombo et al.,, 2011; Reis-Filho & Pusztai, 2011). Deste modo, 0 estudo mencionado
revolucionou a maneira como os cientistas classificam os TM, renovou as esperancas de se
alcancarem alternativas terapéuticas mais eficazes do que as atualmente disponiveis, e fez com
que os clinicos reconsiderassem a forma como entendem, estudam, diagnosticam e tratam 0s
TM (Reis-Filho & Pusztai, 2011; Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012; Harbeck et al., 2014).
De facto, a identificacdo do perfil molecular do TM permite determinar se uma terapéutica é ou
ndo indicada para um determinado paciente, contribuindo, assim, para a prescricdo de
protocolos terapéuticos personalizados, evitando tratamentos com pouco ou nenhum efeito
benéfico e que acarretam inimeros efeitos secundarios adversos. Além disso, 0 conhecimento
do subtipo molecular otimiza os cuidados de saude, pois ao evitar-se terapéuticas
desnecessarias, reduz-se os custos e melhora-se a eficiéncia da gestdo dos recursos existentes
(Collins, 2010; McDermott et al., 2011). Porém, este novo modelo de classificacdo ainda esta
em desenvolvimento e requer uma melhoria significativa da sua padronizacao, tendo entretanto
surgido, inclusivamente, novos subtipos moleculares intrinsecos de TM: Claudin-law,
Molecular apécrino e Interferon-rich (Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012; Harbeck et al.,
2014).
As principais caracteristicas de cada um dos subtipos moleculares referidos sdo as seguintes:
= Luminal A — é o subtipo mais comum, representando 50 a 60% de todos os casos de TM
humanos. Apresenta elevada expressao dos genes ativados pelo fator de transcrigéo do RE-a
(que é expresso normalmente no epitélio luminal que reveste os dutos mamarios) e baixa
expressao dos genes relacionados com a proliferacéo celular (Alizart et al., 2012). Os tumores
deste subtipo sdo frequentemente carcinomas lobulares in situ e lobulares invasivos de baixo
grau de malignidade (Yersal & Barutca, 2014). O perfil IHQ caracteriza-se pela
sobreexpressdo de RE-a, RP, CK luminais epiteliais 8 e 18, proteina linfoma de células B 2

(Bcl-2) e do fator de transcricdo trans-ativo especifico de células T (GATA3; manifesta a sua
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mais elevada expressédo neste subtipo), subexpressao de HER-2 e baixo indice de proliferacdo
celular (Ki-67<14%) (Carey, 2010; Alizart et al., 2012; De Abreu et al., 2013; Yersal &
Barutca, 2014). Apresenta um bom progndéstico, com uma taxa de recidiva de 27,8%
(expressivamente menor do que a apresentada pelos restantes subtipos) e um TLD medio de
2,2 anos (Eroles et al., 2012). A maioria das metastases distantes ocorre nos 0ssos (18,7%). A
terapéutica adjuvante baseia-se em inibidores hormonais de aromatase (1A) (nas mulheres
ap6s menopausa), moduladores seletivos dos RE-a (SERM) (p.ex. tamoxifeno) e/ou
reguladores seletivos puros dos RE (p.ex. fluvestrant) (Eroles et al., 2012; De Abreu et., 2013).
Mostra uma baixa resposta completa a quimioterapia (cerca de 7%), pelo que normalmente
ndo se aconselham quimioterapicos (Rouzier et al., 2005; Eroles et al., 2012). De acordo com
alguns autores, a insensibilidade relativa a quimioterapia dos subtipos Luminais pode ser
devida ao facto da cascata relacionada com a TP53 encontrar-se intacta nos mesmos, pelo que
podem parar o ciclo celular em resposta ao tratamento quimioterapico (Deisenroth, Thorner,
Enomoto, Perou & Zhang, 2010).

= Luminal B — inclui 10 a 20% dos TM humanos. Exibe menor expressédo de RE-a e elevada
expressdo de genes relacionados com a proliferacdo celular, bem como elevado grau de
malignidade. Estas caracteristicas traduzem-se num fendtipo mais agressivo e num pior
progndstico do que o Luminal A (Alizartet al., 2012; De Abreu et al., 2013; Yersal & Barutca,
2014). O perfil IHQ apresenta sobre ou subexpressdo de RE-a, RP, EGFR e de HER-2 (até
6% dos tumores deste subtipo subexpressam RE-o e HER-2), sobreexpressao de Ciclina B1,
recetor do fator de crescimento do fibroblasto 1 (FGFR1), fosfatidilinositol-3-quinase
polipeptideo catalitico alfa (PISBKCA) (32%) e elevado indice de proliferacdo celular
(Ki-67>14%; principal marcador IHQ para distinguir os subtipos Luminais A dos B) (Cheang
et al., 2009; Carey, 2010; De Abreu et al., 2013; Yersal & Barutca, 2014). O TLD é em média
1,6 anos. Os locais mais comuns de metastases distantes sdo os 0ssos (30%) e o figado
(13,8%). O tratamento inclui 1A, SERM (menor beneficio clinico do que o subtipo Luminal
A) e quimioterapia (neo) adjuvante (ttm uma resposta média de 17%) (Rouzier et al., 2005;
Eroles et al., 2012; Aebi et al., 2014).

» HER-2 positivo — 15 a 20% dos TM humanos. Caracteriza-se por amplificacdo do gene
HER-2/neu e/ou sobreexpressdo de HER-2, co-amplificacdo do gene do fator de crescimento
de proteina ligada ao recetor 7 (GRB7), elevada expressao de outros genes relacionados com
a proliferacdo celular e frequentes mutagdes no gene TP53 (em mais de 40% dos casos). A
maioria destes TM apresenta elevado grau de malignidade (cerca de 75% dos casos), metastiza
precocemente em varios orgaos (p.ex. linfonodos regionais, pulmdes, figado, medula 6ssea,

glandulas adrenais e ovarios) e ttm mau prognostico. A nivel IHQ subexpressa recetores
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hormonais (RE-a e RP), sobreexpressa HER-2 e revela elevado indice proliferativo
(Ki-67>14%). O tratamento engloba quimioterapia (neo) adjuvante (com uma resposta média
de 43%) e terapéutica dirigida anti-HER-2 (p.ex. trastuzumab, trastuzumab-DM1 ou
lapatinib), responsaveis por uma melhoria significativa dos TS e TLD das pacientes com este
subtipo (Slamon et al., 1987; Rouzier et al., 2005; Eroles et al., 2012; De Abreu et al., 2013;
Vuong et al., 2014). Revela uma maior sensibilidade a doxorrubicina, devido, possivelmente,
a existir, numa percentagem consideravel de casos, co-amplificagdo do gene topoisomerase
1l (TOP2a), que se localiza perto do gene HER-2/neu no cromossoma 17 e que codifica para
uma enzima que interage com este quimioterapico, alterando a normal estrutura do ADN
(Carey, 2010; Reis-Filho & Pusztai, 2011; Cheang et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014).

= Basal-like — 10 a 20% dos TM humanos. Compreende as neoplasias que sobreexpressam
genes caracteristicos das células normais mioepiteliais basais da GM (p.ex. os que codificam
as CK de alto peso molecular - 5, 6, 14 e 17 -, P-caderina, caveolina 1 e 2, nestina, CD44 e
EGFR) e alguns genes expressos pelas células normais do epitélio luminal (p.ex. os
relacionados com a proteina tirosina quinase Kit — c-Kit), mas em menor quantidade do que
os subtipos Luminais (Eroles et al., 2012; De Abreu et al., 2013). Estes tumores, normalmente,
surgem numa idade precoce, sobretudo em mulheres de origem africana, e ao diagnostico tém
um tamanho tumoral intermédio, necrose central, fibrose, infiltragdo estromal linfocitica,
elevado grau de malignidade e metastizacdo regional (Carey et al., 2006; Bosch, Eroles,
Zaragoza, Vifia & Lluch, 2010; Carey, 2010). Tendem a ser carcinomas ductais invasivos,
com recidivas e metastases agressivas, que incidem principalmente no pulméo e no sistema
nervoso central (Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). O padréo
IHQ revela, normalmente, subexpressdo dos 3 principais biomarcadores (RE-a, RP e
HER-2), sobreexpressdo de EGFR, de c-Kit e de CK 5, 6, 14 e 17, bem como elevado indice
proliferativo (Ki-67>14%) (Nielsen et al., 2004; Perou, 2010; Yersal & Barutca, 2014; Vuong
et al., 2014). Estes imunomarcadores classificam este subtipo com uma especificidade de
100% e uma sensibilidade de 76% (Nielsen et al., 2004). Os termos “Basal-like” e “Triplo-
negativo” sdo vulgarmente utilizados como sinénimos, mas na verdade tém significados
diferentes, na medida em que os tumores Basal-like a nivel genético representam apenas um
subconjunto de tumores Triplo-negativos (20-30% de discordancia) (Kreike et al., 2007;
Carey, 2010; Yersal & Barutca, 2014). Contudo, em IHQ geralmente so sdo analisados 0s
RE-a, RP e HER-2, que por si s6 ndo permitem dividir os Triplo-negativos nos seus
subgrupos, pelo que recebem comumente e exclusivamente a designacao de “Triplo-
negativos”. A propria designagdo de “basal” pode néo refletir a origem histogenética dos TM

Basal-like, na medida em que existem, aparentemente, evidéncias de que 0S mesmos se
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originam também de uma populagédo de células progenitoras luminais e ndo exclusivamente
de uma populagao “basal” da GM normal (Lim et al., 2009; Molyneux et al., 2010). Contudo,
apesar de tal observacdo ndo interferir na utilidade clinica dos subtipos moleculares
intrinsecos, revela que a terminologia talvez precise de ser corrigida (Colombo et al., 2011).
Os TM Basal-like, comparativamente com 0s restantes subtipos, tém uma enorme
agressividade, um risco maior de recidivas nos primeiros 3 anos e pior prognostico nos
primeiros 5 anos, apesar de apds esses periodos de tempo, o risco de recidivas e de morte
poder diminuir, e de apresentarem, por vezes, menor tamanho tumoral (o sistema de
estadiamento pode ndo se correlacionar com a evolucao clinica neste subtipo de tumores),
menor probabilidade de invasdo linfadtica e uma maior sensibilidade a quimioterapia
neoadjuvante (resposta média de 36%) (Rouzier et al., 2005; Dent et al., 2007; Rakha, Reis-
Filho & Ellis, 2008; Foulkes, Grainge, Rakha, Green & Ellis, 2009; Billar et al., 2010; Chacon
& Costanzo, 2010; Foulkes et al., 2010; Park et al., 2011; Bertucci, Finetti & Birnbaum, 2012;
Aebi et al., 2014). Estas caracteristicas podem ser explicadas pela elevada instabilidade
genomica inerente a este subtipo, o que pode facilitar uma resposta mais rapida aos efeitos
citotoxicos da quimioterapia e que se deve, normalmente, a mecanismos epigenéticos e/ou a
mutagOes ao nivel dos genes supressores de tumores TP53 (84%), PTEN, BRCA-1 e, menos
frequentemente, no BRCA-2 (Saal et al., 2008; Bosch et al., 2010; Perou, 2010; De Abreu et
al., 2013). Estes genes desempenham um papel muito importante na reparacdo do ADN,
regulacdo da transcricdo, citostasia e inducdo da apoptose, pelo que a sua inativacdo conduz a
uma acumulacéo de erros, a alteracGes genéticas e, assim, ao desenvolvimento deste subtipo
de neoplasias mais agressivas e com menores perspetivas de sobrevivéncia. A terapéutica
dirigida para este subtipo de tumores ainda assenta sobretudo na quimioterapia convencional,
mas tém surgido algumas estratégias promissoras incluindo antagonistas do EGFR,
antiangiogénicos (p.ex. bevacizumab), sais de platina (carboplatina ou cisplatina) e inibidores
da polimerase poli-adenosina difosfato (ADP) ribose (PARP) (enzima envolvida na reparacéo
do ADN), que induzem danos na cadeia dupla de ADN, inibicdo da proliferacdo e apoptose
celular (Perou, 2010; Vollan & Caldas, 2011; Eroles et al., 2012; Lee et al., 2014a;
Lee, Ledermann & Kohn, 2014b; Shi et al., 2014; Yadav, Sharma, Chanana & Jhamb, 2014).
Ensaios clinicos de fases | e 1l para avaliacdo da eficacia do Olaparib (AZD2281; um dos
inibidores de PARP mais estudados), isolado ou em associacdo com carboplatina, no
tratamento de pacientes com TM que sobreexpressam BRCA-1 ou BRCA-2, demonstraram
que tem uma boa capacidade anti-tumoral, inibindo a reparagdo do ADN das células
neoplasicas e a replicacdo celular (taxas de respostas de 63% e de 41% respetivamente) (Fong

et al., 2009; Carey, 2010; McDermott et al., 2011; Lee et al., 2014a). No entanto, é evidente
59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24225019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ledermann%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24225019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kohn%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24225019

entre a comunidade cientifica a necessidade de uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos neste subtipo de tumores, de investigacdo de novas estratégias
terapéuticas e de novos potenciais biomarcadores preditivos, de modo a melhorar o0s
resultados clinicos (Eroles et al., 2012; Lee et al., 2014b; Yersal & Barutca, 2014).

= Normal breast — grupo de tumores mal caracterizados que representa entre 5 a 10% dos
carcinomas mamarios humanos. Diferentes estudos indicam que sobreexpressa genes
relacionados com o tecido adiposo, que ndo é sensivel a quimioterapia neoadjuvante e que
tem um prognostico intermédio entre o subtipo Luminal B e Basal-like (Perou et al., 2000;
Parker et al., 2009; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). O seu perfil IHQ apresenta
auséncia de expressdo de RE-o, RP, HER-2, EGFR e CK5/6, pelo que também pode ser
classificado como Triplo-negativo. Os fibroadenomas e os tecidos mamarios normais séo
normalmente incluidos neste subtipo (Perou et al., 2000; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca,
2014). Existe alguma controvérsia em relacdo a existéncia real deste subgrupo de TM, pois
diversos investigadores referem que se devem a artefatos técnicos relacionados com a anélise
de amostras tumorais com elevada “contaminacdo” de tecidos normais (Hu et al., 2006;
Peppercorn, Perou & Carey, 2008; Parker et al., 2009; Ronde, Wessels & Wesseling, 2010;
Weigelt et al., 2010; Alizart et al., 2012; Vuong et al., 2014). De facto, as investigacdes em
que pelo menos 90% das células neoplasicas foram isoladas por microdissec¢do e
posteriormente analisadas, ndo revelaram nenhum caso deste subtipo tumoral, 0 que apoia a
hipbtese de estar relacionado com artefatos técnicos e reflete a necessidade de normalizacao
da composicdo do tecido tumoral para a realizacdo da classificacdo molecular com base em
perfis de expressdo genética (Weigelt et al., 2010; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca,
2014). Estudos integrados no projeto Atlas do Genoma do Cancro (iniciativa financiada pelo
Instituto Nacional do Cancro norte-americano para mapear as informacdes genéticas de mil
tumores que cobrem cerca de 24 tipos de cancro) prometem clarificar a falta de consenso em
relacdo a existéncia de TM Normal breast (Prat & Perou, 2011).

= Claudin-low — este potencial novo subtipo foi identificado em 2007 e compreende entre 12 a
14% dos TM humanos (Herschkowitz et al., 2007; Carey, 2010; Prat et al., 2010). Caracteriza-
se pela subexpressdo de genes associados as juncdes e adesdes celulares, incluindo os que
codificam as claudinas 3, 4 e 7, ocludina, cingulina e E-caderina (Herschkowitz et al., 2007,
Carey, 2010; Perou, 2010; Prat & Perou, 2011; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014).
Este subtipo de TM tambeém subexpressa inimeros genes relacionados com a proliferacdo
celular e com os subtipos Luminais e/ou HER-2 positivo (p.ex. ESR1, HER-2/neu e GATA3),
mas revela uma sobreexpressdo génica semelhante com o Basal-like, incluindo mutacdes no

gene BRCA-1, distinguindo-se deste subtipo sobretudo por sobreexpressar uma quantidade
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mais elevada do gene que codifica a vimentina (VIM) e um conjunto de 40 genes envolvidos
na resposta imunitaria (pois existe uma elevada infiltragdo de células imunes nestes tumores)
(Prat et al., 2010; Prat & Perou, 2011; De Abreu et al., 2013). Assim, estratégias terapéuticas
que interfiram no processo inflamatério podem ser particularmente Gteis no tratamento de
cancros de mama Claudin-law (Prat & Perou, 2011). O perfil IHQ revela, geralmente,
subexpressdo de RE-a, RP e HER-2, pelo que sdo também designados de Triplo-negativos;
mas em 20% dos casos sobreexpressam recetores hormonais (Prat & Perou, 2011; De Abreu
etal., 2013). As suas células tumorais sdo muito semelhantes as células estaminais do epitélio
mamario e podem apresentar diferenciacdo metaplasica (Carey, 2010; Alizart et al., 2012).
Clinicamente mostram pior prognostico em comparagdo com os TM Luminais A e uma
resposta a quimioterapia neoadjuvante intermédia entre a dos tumores Basal-like e Luminais,
apesar de terem um TS semelhante ao subtipo Basal-like e HER-2 positivo (0 que esta em
concordancia com o facto das células estaminais mamarias em conjunto nao revelarem
capacidade prognostica) (Prat et al., 2010; Prat & Perou, 2011; Eroles et al., 2012; Voung et
al., 2014).
= Molecular apocrino — alguns autores estimam que represente 10 a 15% dos casos de cancro
de mama invasivo. Caracteriza-se frequentemente pela expressao de genes relacionados com
os recetores de androgénio (RA), amplificacdo de HER-2/neu e mutagdes de PTEN (Farmer
et al., 2005; Colombo et al., 2011; Alizart et al., 2012).
= Interferon-rich — ainda existe pouca informacdo em relacéo a este subtipo, mas parece estar
relacionado com uma sobreexpressdao de genes associados com o interferdo (p.ex. STAT1)
(Hu et al., 2006; Teschendorff, Miremadi, Pinder, Ellis & Caldas, 2007; Alizart et al., 2012).
Estes diferentes subtipos moleculares de TM podem refletir as diferentes fases de
desenvolvimento do epitélio mamario a partir das células estaminais mamarias. Neste sentido,
Perou (2010) afirma que os subtipos Luminais A e B surgem a partir de células luminais
diferenciadas, o subtipo HER-2 positivo resulta de células progenitoras luminais tardias (que
perderam as caracteristicas basais e ganharam as caracteristicas luminais), o subtipo Basal-like
surge a partir de células bipotentes e de células progenitoras luminais (mutacbes em BRCA-1
podem bloquear a continuacdo da diferenciacdo e manter a célula tumoral nesta fase de
desenvolvimento), e o subtipo Claudin-low resulta das células estaminais mamarias mais

primitivas, conforme representado na Figura 9.
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Figura 9 — As diferentes fases do desenvolvimento do epitélio mamario e a sua possivel relacdo
com os subtipos moleculares intrinsecos dos tumores de mama (adaptado de Prat & Perou, 2009).
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,-, Célula progenitora HER-2
v’ lummal tardia positivo
Células mioepitelais 4 .; . Células luminzis sl B |
diferenciadas . Py -3 diferenciadas
T Luminal A
’
Luminal

A determinacdo dos subtipos moleculares de TM é realizada preferencialmente com recurso a
microarrays de ADNCc, porém a sua aplicacdo na rotina clinica ou laboratorial apresenta sérios
desafios, sobretudo devido aos seus elevados custos. Assim, a IHQ surge como o método mais
indicado para a rotina clinica e/ou laboratorial atual, apesar de revelar com alguma frequéncia
resultados inconsistentes (p.ex. alguns tumores do subtipo Basal-like expressam RE-o ou
HER-2), pelo que tém sido desenvolvidas diversas investigagdes no sentido de refinar a
classificacdo molecular com recurso a imunomarcadores adicionais (Nielsen et al. 2004; Prat
& Perou, 2011).

Diversos estudos retrospetivos tém revelado discordancia entre a imunoexpressao de RP e/ou
RE-o nos TM primarios e nas respetivas metastases em 15-46,9% das mulheres afetadas
(Raemaekers et al., 1984; Mobbs et al., 1987; Rasmussen et al., 1989; Li, Byskosh, Molteni &
Duda, 1994; Franco et al., 2004; Lower et al., 2005; Simmons et al., 2009; Aitken et al., 2010)
e em 7-26% no que diz respeito a expressdo de HER-2, o que é particularmente evidente apds
terapéutica anti-HER-2 (Fehm et al., 2004; Regitnig et al., 2004; Broom et al., 2007; Ross et
al., 2009; Simmons et al., 2009; Saghir et al., 2011). A discordancia em relacéo aos recetores
hormonais também tem sido verificada nos TM de 2,5-51,7% dos pacientes antes e depois de
serem sujeitos a quimioterapia neoadjuvante, combinada ou ndo com trastuzumab (Ven, Smit,
Dekker, Nortier & Kroep, 2011; Jabbour, Massad & Boulos, 2012). A probabilidade de
discordancia imunofenotipica parece ser menor quando o TM primario e as metéstases ocorrem
simultaneamente e/ou quando o TM primario subexpressa RE-a (Saghir et al., 2011). De
qualquer forma, todos os TM presentes no mesmo paciente devem ser, portanto, classificados

molecularmente, inclusive as recidivas e as metastases, antes e depois da administracdo de
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quimioterapia neoadjuvante (no caso de ser realizada), sempre que o tecido neoplésico seja
acessivel, de modo a se verificar qual ou quais os subtipos presentes e, assim, permitir a
instituicdo das terapéuticas mais adequadas (Hammond et al., 2010; Saghir et al., 2011; Ven et
al., 2011; Wolff et al., 2013; Sabatier et al., 2014). Curigliano (2012) recomenda que a resposta
a terapéutica seja monitorizada atraves da realizacéo periddica de biopsias tumorais ou de uma
forma nédo invasiva por imagiologia funcional. Lorgis et al. (2011) afirmam que a PAAF
permite a avaliagdo da expresséo de HER-2 com confianga (98,3%), mas que fornece resultados
menos concordantes em relacdo ao grau de malignidade (75,4%), RP (84%) e RE-a (78,3%),
pelo que deve ser considerada com precaucdo no que diz respeito a estes mesmos parametros.
Alguns marcadores imunofenotipicos especificos podem ajudar na distingdo entre 0 TM
metastatico e outras neoplasias primérias, como a proteina de 15 kilodalton (kDa) do fluido da
doenca cistica bruta (GCDFP-15), a mamaglobina e o clone 14 do antigénio carcinoembrionario
(CEAD-14), com o intuito de otimizar ainda mais o0s respetivos tratamentos (Zaha, 2014).
Contudo, alguns autores aconselham a anélise do fendtipo molecular das lesGes metastaticas
apenas no caso de terem surgido apds um periodo consideravel de tempo (maior do que 5 anos,
nos humanos) deste o desenvolvimento das lesdes primarias, alegando que a preponderancia de
dados indica que, pelo menos, a expressao de HER-2 mantém-se estavel e que a reanalise pode
ndo ser necessaria para a maioria dos pacientes com TM metastaticos (Ross et al., 2009).

Esta classificacdo estd em sintonia com a nova era que se inicia em Medicina, contribuindo para
que se deixe a abordagem tradicional de um tratamento igual para todos os pacientes com
determinada patologia, e se passe a prescricdo de terapéuticas personalizadas. Contudo, tal ndo
significa que todos os pacientes com TM tenham uma Medicina & sua medida, mas que
determinados grupos de pacientes com perfis imunohistoquimicos e/ou genéticos comuns, que
correspondem aos subtipos de TM revistos, sejam submetidos a protocolos terapéuticos
especificos, concebidos e disponiveis para esses mesmos perfis (tabela 4) (Collins, 2010). A
incorporacdo da analise dos parametros clinicopatoldgicos convencionais com as informacdes
moleculares dos proprios TM dos pacientes aparenta ser 0 caminho mais atraente a percorrer,
do ponto de vista da gestdo clinica dos mesmos (Alizart et al., 2012). Contudo, a aplicacdo
pratica de tal abordagem na rotina oncoldgica e a comparacdo entre estudos ainda suscita
algumas questdes importantes, nomeadamente, em termos de validacao e reprodutibilidade das
diferentes metodologias de classificagcdo molecular utilizadas, bem como na capacidade dos
servicos de salde absorverem os recentes avangos cientificos que a envolvem, conseguindo
adaptar as suas estruturas e organizar plataformas de rastreio molecular dos TM, de modo a
recolher toda a informacdo necessdria para a execucdo de tratamentos ainda mais

individualizados no futuro (Collins, 2010; Vollan & Caldas, 2011; Colombo et al., 2011).
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Tabela 4 — Resumo das principiais caracteristicas dos quatro subtipos moleculares mais estudados em

Oncologia Mamaria Humana (adaptado de Reis-Filho & Pusztai, 2011 e De Abreu et al, 2014).

Subtipos moleculares

Critérios

Luminal A

Luminal B

HER-2 positivo

Basal-like

(Triplo-negativo)

Grau histolégico

Marcadores de

HQ

Frequéncia

Prognéstico

Perfil genético

Instabilidades

1/ 11 (70-87%)

11 (13-30%)

RE +/-; RP +/-; HER-2-;

Ki67<14%

50-60%

Bom

Genes relacionados com
0s RE-a e com baixa

proliferacéo

CK8/18+; E-caderina +/-;

FOXAL+; mutacbes em

1/11 (38-59%)

111 (41-62%)

RE +/-; RP +/-;

HER-2 +/-; Ki67>14%

10-20%

Intermédio

Genes relacionados
com elevada

proliferacao

CK8/18+; EGFR +;

FGFR1+; mutagdes em

1/ 11 (11-45%)

111 (55-89%)

RE-; RP-; HER-2 4

Ki67>14%

15-20%

Mau

Genes relacionados
com o HER-2 e com

elevada proliferacdo

EGFR+; GRB7+;

mutacdes em PISKCA

1/ 11 (7-12%)

111 (88-93%)

RE-; RP-; HER-2-;

Ki67>14%

10-20%

Mau

Genes relacionados
com as células
mioepiteliais,
Caveolinale 2,

P-caderina e CD44

CK5/6+; EGFR+/-;

c-Kit+/-; VEGF+;

genéticas PISKCA, MAP3K1, mutacdes no TP53,
PI3KCA e TP53 e TP53
GATA3 e TP53 PTEN,BRCAle?2
Quimioterapia, Ac Anti-HER-2 e
Tratamento SERM (p.ex. tamoxifeno) e 1A Quimioterapia

Anti-EGFR

Inibidores de EGFR,

Inibidores da via de Inibidores da via

Tratamentos em ensaios inibidores de PARP-1,

PISBK/AKT/mTOR, CDK4/6 e PIBK/AKT/mTOR e da HSP90,

clinicos inibidores da via

da histona deacetilase neratinib

PISK/AKT/mTOR

+, elevada expressdo; -, baixa expressdo; Ac, anticorpos; IA, inibidor hormonal da aromatase; BRCA-1 e 2, genes cancro de
mama 1 e 2; CD44, antigénio CD44; CDK4/6, quinases 4 e 6 dependentes de ciclinas; CK, citoqueratinas; c-Kit, proteina
tirosina quinase Kit; EGFR, recetor do fator de crescimento epidérmico tipo I; FGFR1, recetor do fator de crescimento do
fibroblasto 1; FOXAL, gene forkhead box protein Al; GRB7, fator de crescimento de proteina ligada ao recetor 7; GATAS,
fator de transcri¢do trans-ativo especifico de células T; HER-2, recetor do fator de crescimento epidérmico humano tipo
2; HSP90, proteina de choque térmico 90; IHQ, imunohistoquimica; MAP3K1, proteina ativada por mitogénio 3-quinase 1;
PARP-1, poli [ADP-ribose] polimerase 1; PI3KCA, fosfatidilinositol-3-quinase polipeptideo catalitico alfa; RE-a, recetor de
estrogeno alfa; RP, recetor de progesterona; SERM, moduladores seletivos de recetor de estrogeno; TP53, gene supressor de
tumores que codifica a proteina tumoral 53; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular.
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Em Medicina Veterinaria, a investigacdo sobre a classificagdo molecular dos TM caninos e
felinos comeca a dar os primeiros passos (Gama, Alves & Schmitt, 2008; Sassi, Benazzil,
Castellani & Sarli, 2010; Beha et al., 2012; Brunetti et al., 2013; Kim, Lim, Im, Kim & Sur,
2013; Maniscalco et al., 2013; Wiese et al., 2013; Beha et al., 2014; Caliari et al., 2014; Im et
al., 2014). Em 2013, Brunetti e colaboradores publicaram o primeiro estudo com informagéo
acerca da prevaléncia de subtipos moleculares nos TMF, ao investigarem a concordancia entre
0 imunofendtipo dos TM priméarios e das metastases nos linfonodos, em 21 casos clinicos
(Brunetti et al., 2013). Estes autores verificaram que 52,4% (11/21) dos casos analisados eram
do subtipo Luminal B, 38,1% (8/21) do subtipo HER-2 positivo e 9,5% (2/21) do subtipo
Basal-like, recorrendo a 7 imunomarcadores (RE-o, RP, HER-2, CK5/6, CK 14, CK19 e
proteina 63) (Brunetti et al., 2013). Concluiram ainda que, existia uma concordancia de 57,1%
(12/21) entre o perfil molecular dos TM primarios e das respetivas metastases nos linfonodos,
pelo que também nos TMF se devera identificar o padrdo molecular dos TM e das metastases
nos linfonodos de modo a planear a terapéutica multimodal mais apropriada (Brunetti et al.,
2013).

Posteriormente, Maniscalco et al. (2013) com o objetivo de estudarem o papel do mTOR e do
fosfo-mTOR (p-mTOR) em TMF e a sua relacdo com o imunofenédtipo Triplo-negativo,
analisaram a expressdo dos respetivos imunomarcadores (nTOR, p-mTOR, RE-a, RP e
HER-2) em 58 casos de carcinomas mamarios felinos por IHQ e em 6 linhas celulares de TMF
por Western blot. Verificaram que 53,4% (31/58) dos TMF analisados eram do subtipo
Triplo-negativo e que 46,6% (27/58) eram dos subtipos ndo Triplo-negativo (agruparam os
restantes subtipos num Unico grupo). N&o encontraram diferencas estatisticamente
significativas entre os TMF Triplo-negativo e os TMF n&o Triplo-negativo no que diz respeito
as suas caracteristicas clinicopatoldgicas e a média dos seus TLD (150 dias versus 250 dias,
respetivamente), mas encontraram uma associacdo estatisticamente significativa entre a
sobreexpressdo de mTOR e de p-mTOR e o subtipo Triplo-negativo (p=0,03 e p=0,0005,
respetivamente). Também verificaram uma correlacdo significativa entre a sobreexpressao de
MTOR e de p-mTOR e a subexpressdo de HER-2 (p=0,0479 e p=0,0005, respetivamente), que
justificaram pela selecdo tumoral favorecer as células com oncogenes ativos, ndo sendo
surpreendente para 0s mesmos que celulas com a via de sinalizagéo ativa a jusante de HER-2
(p.ex. mTOR) ndo necessitem de ativagdo simultdnea da via de sinalizagdo a montante
(Maniscalco et al., 2013).

Wiese et al. (2013) pesquisaram a prevaléncia dos subtipos moleculares em 24 casos de TMF,
com base na imunoexpressdo de RE, RP, HER-2, CK5/6 e EGFR, de modo a investigarem

sobretudo o potencial dos TMF como modelo de estudo comparativo para os TM humanos
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Basal-like. Estes autores indicaram que 4,2% (1/21) dos casos eram do subtipo Luminal A,
4,2% (1/21) do subtipo Luminal B, 4,2% (1/21) do subtipo HER-2 positivo e 79,2% (19/24) do
subtipo Basal-like (Wiese et al., 2013). Contudo, existem divergéncias entre estes dados e
outras informacdes disponibilizadas pelos mesmos autores no respetivo artigo, nomeadamente
no resumo e numa tabela no decorrer do mesmo. N&o detetaram alteraces nos genes BRCA-1
e BRCA-2 felinos.

Beha et al. (2014) analisaram o fenotipo molecular dos TM primérios e das respetivas
metéstases distantes de 3 felinos, pelo método IHQ, recorrendo ao conjunto de biomarcadores
utilizados por Brunetti et al. (2013). Nos 3 casos, 0s TM primarios e as metastases distantes
eram do subtipo HER-2 positivo. As metastases nos linfonodos regionais também apresentaram
um imunofendtipo HER-2 positivo em 2 dos 3 casos, sendo que no outro caso era do subtipo
Basal-like (Beha et al., 2014). Uma vez mais se verificou que o tratamento baseado
exclusivamente no fenétipo molecular dos TM primérios pode conduzir a falhas terapéuticas se
0 subtipo molecular das metastases linfaticas for desconsiderado.

Caliari et al. (2014) investigaram o potencial comparativo dos TMF Triplo-negativos para
elucidar algumas caracteristicas relevantes dos seus homélogos humanos. Para tal recorreram a
analise IHQ da expressdo de CK 5, 6, 14, 8 e 18, calponina, vimentina, actina do musculo,
RE-a e RP, bem como a alguns resultados obtidos anteriormente para 0 HER-2 (Rasotto et al.,
2011; Caliari et al., 2014). Verificaram que 85% (58/68) dos casos que analisaram revelaram
um fendtipo Triplo-negativo semelhante ao descrito nas mulheres e que as células estaminais
mamarias localizam-se, potencialmente, ao nivel dos ductos. Contudo, ndo referiram a
prevaléncia dos restantes subtipos.

Mais recentemente, Muscatello et al. (2015) validaram a técnica de tissue microarrays para o
estudo da classificacdo molecular dos TMF e dos TM caninos. Estes autores, avaliaram em 5
casos de TMF a imunomarcacdo de RE, RP, HER-2, p63, CK 5, 6, 14 e 19. Observaram 3 casos
(60%) do subtipo Luminal B e 2 casos (40%) do subtipo HER-2 positivo. As secgdes IHQ
completas e as pontuacdes de tissue microarrays apresentaram resultados idénticos em relagéo
aos imunomarcadores nos TMF. Assim, concluiram que esta Ultima técnica representa uma
ferramenta (til, rapida, eficaz e de baixo custo para uma primeira triagem imunofenotipica dos
TMF (Muscatello et al., 2015).

Até ao presente, inumeros artigos (muitos deles ja citados nesta revisdo) analisaram a expressao
de imunomarcadores isolados em TMF, mas, supostamente, 0s Unicos estudos que investigaram
o fendtipo molecular dos TMF foram os seis referidos: Brunetti et al. (2013), Maniscalco et al.
(2013), Wiese et al. (2013), Beha et al. (2014), Caliari et al. (2014) e Muscatello et al. (2015).

Apesar de existirem estudos que comprovaram que os diferentes subtipos moleculares de TM
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humanos e caninos estdo associados estatisticamente com TS e TLD distintos (Perou et al.,
2000; Sarlie et al., 2001; Carey et al., 2006; Gama et al., 2008; Cheang et al., 2009; Onitilo et
al., 2009; Spitale et al., 2009; Vallejos et al., 2010; Park et al., 2012; Brunetti et al., 2013), ndo
existe nenhum artigo publicado que analise a possivel correlacdo entre o TS ou o TLD dos

pacientes felinos com os quatro subtipos moleculares dos seus TM.

3.5.1. Metodologias utilizadas na classificagdo molecular

Nas recentes décadas observou-se um desenvolvimento progressivo de técnicas cada vez mais
confiaveis, reprodutiveis e adequadas para o estudo das caracteristicas bioldgicas das células
tumorais, que contribuiram para uma melhor compreensdo da oncogénese mamaria, da
interligagdo das varias vias de sinalizagdo, das oncoproteinas envolvidas e do microambiente
tumoral, bem como para a formulacdo de terapéuticas especificas e prognosticos assertivos
(Lodish et al., 2005; Eroles et al., 2012; De Abreu et al., 2013; De Abreu et al., 2014; Lam et
al., 2014). Algumas das principais técnicas que permitiram avancos significativos nesses
aspetos e que conduziram a atual classificacdo molecular dos TM, assim como alguns eventos
importantes relacionados com a mesma, encontram-se referidos na linha cronoldgica
representada na Figura 10.

Figura 10 — Linha cronoldgica de alguns eventos importantes relacionados com a classificagdo
molecular do cancro de mama (adaptado de Voung et al., 2014).
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ADN, é&cido desoxirribonucleico; ICGC, International Cancer Genome Consortium; METABRIC, MolEcular Taxonomy of Breast
Cancer International Consortium; RE, recetor de estrogénio; ARN, acido ribonucleico; TCGA, The Cancer Genome Atlas.
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3.5.1.1. Metodo bioquimico do carvao revestido com dextrano

Os recetores hormonais foram inicialmente analisados a nivel qualitativo e quantitativo nas
neoplasias mamarias através de técnicas bioquimicas, de entre as quais se destaca a do carvao
revestido com dextrano (DCC) pelo seu importante papel na diferenciacdo dos TM “RE
positivos” dos TM “RE negativos” (McGuire, 1973; Wittliff, 1984; Hammond et al., 2010).
Esta distingdo tem sido fundamental para o tratamento adequado de pacientes com TM, devido
ao RE ser um biomarcador com relevancia prognostica e valor preditivo em relagéo ao beneficio
substancial que a terapéutica enddcrina podera prover nos respetivos pacientes (Fisher et al.,
1983). Entretanto, 0 RP também passou a ser analisado por rotina, na medida em que alguns
TM “RE negativos” mas “RP positivos” respondem positivamente a terapéutica hormonal, pelo
que, de acordo com alguns autores, este recetor apresenta inclusivamente valor progndstico e
preditivo independente (Mohsin et al., 2004; Ogawa et al., 2004; Yamashita et al., 2006).

A técnica DCC inicia-se com a homogeneizacdo de uma amostra do tumor, seguida de
centrifugacdo de modo a obter-se o citosol bruto. Posteriormente recorre-se & incubagédo das
porgdes de citosol com quantidades crescentes de 17beta-estradiol (17p-estradiol) radioativo,
juntamente com quantidades conhecidas de estrogénio ndo radioativo, e realiza-se a separacao
do respetivo estrogenio ligado e ndo ligado para permitir que a concentracgéo de locais de ligacdo
de alta afinidade ao estrogénio (RE) seja quantificada, mediante gréaficos de Scatchard e curvas
padrdo de quantidades conhecidas de proteina (para a analise de RP procede-se de forma
semelhante, mas com progesterona) (Mulas et al., 2000b, 2002; Hammond et al., 2010). Alguns
autores consideram o valor > 5 fmol/mg de proteina citosolica como limiar de positividade para
0os RH (Mulas et al., 2000b, 2002), enquanto outros mencionam o valor de positividade > 10
fmol/mg de proteina citosolica (Peleteiro, 1994; Gordts et al., 2000). Contudo, existe alguma
probabilidade de resposta a terapéuticas enddcrinas em pacientes com niveis de RH < 5
fmol/mg, pelo que o valor > 3 fmol/mg chegou a ser considerado o mais apropriado (Osborne,
Yochmowitz, Knight & McGuire, 1980; Knight, Osborne & McGuire, 1980). Este método
analisa quantitativamente a presenca de RH com uma boa reprodutibilidade, mas tem as
desvantagens de exigir uma porcéo consideravel de tecido neoplasico (€ de dificil execu¢do em
tumores com um diametro menor do que 1 cm), fresco ou congelado a -70°C, requerer cuidados
acrescidos de manipulagdo/armazenamento/ processamento, exigir um trabalho intensivo para
a sua realizacdo e de ndo permitir a observacdo da morfologia da lesdo, sendo que a amostra
neoplasica representada por um homogeneizado tecidual pode conter, além das células
tumorais, células ndo tumorais do estroma e/ou do parénquima da GM, que podem conduzir a
resultados imprecisos (Gordts et al., 2000; Leake, 2000).
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3.5.1.2. Imunohistoquimica

O método IHQ, sobretudo apos o desenvolvimento de técnicas de recuperagdo antigénica e de
anticorpos que reconhecem especificamente epitopos que ndo se degradam durante o
processamento histoldgico, foi gradualmente substituindo 0 método bioguimico DCC (Harvey
et al., 1999; Leake, 2000).

Atualmente, a técnica de IHQ caracteriza-se por, apds o corte, desparafinizacdo e re-hidratacdo
das amostras de tecido tumoral, proceder-se a recuperacao antigénica, normalmente, através de
alta temperatura, de modo a recuperar a estrutura proteica normal, alterada pelo formol durante
a fixacdo. Posteriormente, aplica-se 0s reagentes de blogueio de proteinas e da peroxidase
enddgena, para reduzir as ligacGes e marcacgdes nao especificas, e realiza-se a incubagdo com
0s anticorpos primarios, dirigidos contra o antigénio que se quer detetar. Mais tarde, incuba-se
com os anticorpos secundarios, dirigidos contra as imunoglobulinas da espécie animal em que
foram produzidos os anticorpos primarios, marcados com a substancia que permite a
visualiza¢do do complexo, que geralmente € a horseradish peroxidase (HRP; obtida a partir da
raiz do rdbano Armoracia rusticana). A HRP oxida o cromogénio ao reagir com o perdxido de
hidrogénio. O cromogénio é uma substancia que na sua forma oxidada é colorida, estavel e
precipita, promovendo cor no local de reacdo, sendo que o mais utilizado em IHQ é o
3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB). Este cromogénio quando incubado com a
amostra neoplésica, apds a respetiva incubagdo com o anticorpo secundario, é oxidado pela
HRP e origina um precipitado castanho insoltvel em alcool e noutros solventes organicos. Por
fim, realiza-se a coloracdo dos tecidos, normalmente, com hematoxilina de Mayer, e
interpreta-se os resultados com o auxilio de um microscépio 6tico. H& um outro método IHQ,
designado de direto, que utiliza apenas anticorpos primarios com marcadores acoplados, mas
apesar de ser mais rapido e simples, revela pouca ampliacdo de sinal, menor sensibilidade e
maior custo relativo (Ferro, 2013).

Existem dois tipos de anticorpos utilizados em IHQ: monoclonais e policlonais. Os
monoclonais derivam de um Gnico clone de plasmdcitos imortalizados, e, portanto, séo
uniformes em estrutura, especificidade e afinidade, podendo ser produzidos por tempo
indefinido (Galfré & Milstein, 1981; Cole, Campling, Atlaw, Kozbor & Roder, 1984; Siegel,
2002; Ferro, 2013). As suas principais vantagens sdo: o facto de realmente apresentarem
elevada especificidade e afinidade, ligarem-se a um so epitopo do antigénio alvo, revelarem
alta homogeneidade, auséncia de anticorpos inespecificos, maior facilidade de caracterizacéo e
baixa variabilidade de lote para lote. As suas desvantagens sdo: o seu elevado custo relativo, a
dificuldade de obtencdo em grandes quantidades, a incapacidade de identificar epitopos que

estejam destruidos, mesmo na presenca do antigénio alvo, e a possibilidade de outros antigénios
69



apresentarem o epitopo selecionado (a grande vantagem da elevada especificidade pode, assim,
tornar-se inatil) (Ferro, 2013). Os anticorpos policlonais sdo produzidos por varias populacdes
de plasmacitos, pelo que reconhecem diversos epitopos do antigénio a ser estudado. As suas
vantagens incluem: o seu baixo custo relativo, a capacidade para detetar um antigénio mesmo
na auséncia de varios dos seus epitopos e a relativa facilidade de obtencdo de grandes
quantidades. Contudo, apresenta as desvantagens de: relativa baixa especificidade, baixa
homogeneidade, reconhecimento de varios epitopos que podem pertencer a diferentes
antigenios, possibilidade de presenca de anticorpos ndo especificos (risco de marcagédo
inespecifica), maior dificuldade de caracterizacéo e relativa alta variabilidade de lote para lote
(Ferro, 2013).

A relativa facilidade de execucdo, a ampla disponibilidade de reagentes, a possibilidade de ser
realizada em amostras tumorais fixadas em formol e incluidas em parafina (mais facilmente
arquivadas), elevada sensibilidade e especificidade, os seus relativos baixos custos, a
capacidade de analisar morfologicamente tecidos neoplésicos de reduzidas dimensdes e de
garantir que apenas as células tumorais sdo avaliadas (menores riscos de falso-positivos em
comparacdo com o método bioquimico) com recurso a um microscopio de rotina comum,
tornaram a técnica de IHQ na escolha universal para determinar a expressao de RE, RP e, mais
tarde, de HER-2 nos TM (Greene, Sobel, King & Jensen 1984; Peleteiro, 1994; Leake, 2000;
Hammond et al. 2010; Moelans, Weger, Van der Wall & van Diest, 2011; Zaha, 2014).
Contudo, os seus resultados apresentam uma variabilidade interobservador, sdo semi-
quantitativos e ndo indicam se a proteina imunomarcada é funcional ou ndo (Harvey et al.,
1999; Gordts et al., 2000). Além disso, dependem de varidveis interlaboratoriais (Leake, 2000).
Neste sentido, a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e o Colégio Americano
de Patologistas (CAP) referem que até 20% das avalia¢cdes imunohistoquimicas de RE-a, RP e
HER-2, em todo o mundo, podem ser imprecisas devido a variacfes pré-analiticas (p.ex. no
método de processamento dos tecidos, tempo e tipo de fixacdo), analiticas (p.ex. nos
equipamentos utilizados, procedimentos laboratoriais, competéncias profissionais, tipo de
recuperacdo antigénica, reagentes e anticorpos utilizados, controlos internos e externos,
métodos laboratoriais automatizados) e/ou pos-analiticas (p.ex. critérios de interpretagdo dos
resultados, elaboracdo de relatérios e qualidade dos procedimentos) (Wolff et al., 2007;
Hammond et al., 2010). Assim, para evitar tais variagdes, 0s paineis de especialistas
internacionais emitiram uma série de recomendacBes como linhas orientadoras de
padronizacdo, otimizacdo e reprodutibilidade dos procedimentos de avaliagdo IHQ dos

respetivos recetores em cancros de mama humanos, de modo a melhorar a precisdo dos
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resultados e a utilidade dos mesmos como marcadores preditivos (Hammond et al., 2010; Wolff

et al., 2013), de entre as quais se destacam:

= Determinagdo da imunoexpressao dos RH e HER-2 em todos os TM invasivos, bem como nas
respetivas recidivas e metastases, sempre que possivel;

= Fixacdo precoce das amostras tumorais excisadas em formol neutro tamponado a 10% (num
volume 10 vezes superior ao seu proprio volume), durante 6 a 72 horas;

= Selecdo de anticorpos com especificidade e sensibilidade bem estabelecidas e clinicamente
validados. Recomendam para os RE-a 0s monoclonais 1D5, 6F11, SP1, enquanto para os RP
referem os monoclonais 1A6, 1294 e 312. Em relacdo ao HER-2, encontram-se
comercialmente disponiveis os seguintes clones de anticorpos: A0485 (Herceptest®;
policlonal; epitopo alvo intracelular), CB11 (monoclonal; epitopo alvo intracelular), SP3
(monoclonal; epitopo alvo extracelular), TAB250 (monoclonal, epitopo alvo extracelular) e
4D5 (monoclonal, epitopo alvo extracelular) (Moelans et al., 2011);

= Utilizacdo de controlos positivos e negativos em cada ensaio para monitorizar o0 seu
desempenho, assegurar que todos o0s reagentes séo utilizados corretamente e para detetar uma
possivel perda de sensibilidade. Os controlos positivos podem incluir tecido endometrial ou
tumoral, com expressao de recetores conhecida, e elementos epiteliais normais, que convém
terem um padrdo de marcacdo heterogéneo, com um namero variavel de células que exibam
fraca, moderada e intensa imunorreatividade. Se o padrdo for homogéneo o risco de uma
avaliacdo de resultados falso-negativos é mais elevado em consequéncia de uma insuficiente
sensibilidade de detecdo das células com fraca a moderada imunorreatividade. Os controlos
negativos normalmente adotados sdo as células mioepiteliais e as células do estroma, pois
estas revelam invariavelmente um resultado negativo. Se os controlos néo revelarem a reacao
esperada, o resultado do teste do paciente ndo deve ser tido em consideracdo e o ensaio deve
ser repetido com os reagentes de referéncia, nas condi¢es padrdo até que a reatividade normal
do material de controlo seja alcancada;

= Interpretacdo do resultado da analise IHQ dos RE e RP com base na avalia¢do da percentagem
de nucleos das células tumorais com marcagéo positiva e na intensidade da coloragdo. O limiar
de positividade a adotar deve ser > 1% de nticleos tumorais marcados, na presenga de
reatividade interna e externa esperada;

= Definicdo dos resultados da analise da imunoexpressdo de HER-2 de acordo com a
percentagem de células com marcacdo membranar, a extensao e a intensidade da marcacao.
Os mesmos devem ser considerados positivos se a marca¢do membranar for completa em mais
de 10% das células tumorais, uniforme e intensa, na presenca de reatividade interna e externa

esperada. No caso da marcacdo membranar ser completa, mas com uniformidade, intensidade
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e/ou numa percentagem de células neoplésicas incertas, deve entdo repetir-se a analise IHQ
ou realizar um teste alternativo, nomeadamente a hibridizacéo fluorescente in situ (FISH);
= Implementacdo de programas de controlo de qualidade internos e externos validados.
Os painéis de especialistas consideraram ainda que os danos causados pelo ndo tratamento de
pacientes com sobreexpressdo de RE-a, RP e/ou HER-2, sdo maiores do que o risco de
tratamentos excessivos em alguns pacientes, pelo que na duvida a terapéutica enddcrina e

imunoldgica pode ser realizada (Hammond et al., 2010; Wolff et al., 2013).

3.5.1.3. Analise de perda de heterozigocidade e Hibridizacdo genémica comparativa
Algumas outras técnicas que também colaboraram inicialmente para a compreensdo da base
molecular dos TM envolveram a andlise de perda de heterozigocidade (LOH — loss of
heterozygosity) que conduz a uma inativacdo de determinados genes supressores de tumores
(p.ex. TP53, BRCA-1 e BRCA-2), e a hibridizacdo gendmica comparativa (CGH — comparative
genomic hybridization) que permitiu identificar correlacdes entre alteracdes gendémicas (p.ex.
ganhos, perdas e amplificacGes) e fenotipicas nos carcinomas de mama, sugestivas do possivel
surgimento de uma nova taxonomia molecular para os TM (Reis-Filho, Simpson, Gale
& Lakhani, 2005; Simpson, Reis-Filho, Gale & Lakhani, 2005; Alizart et al., 2012; Voung et
al., 2014).

A LOH foi originalmente estudada através da analise de polimorfismos de fragmentos de
restricdo (RFLP), que se baseia na utilizacdo de enzimas de restricdo que cortam o0 ADN em
pontos especificos, formando fragmentos de diferentes tamanhos que sdo separados por
eletroforese e visualizados sob a forma de bandas (Farrand et al., 2002). Posteriormente, esta
abordagem foi substituida pela identificacdo e amplificacdo de microssatélites localizados em
regibes cromossomicas proximas a genes supressores de tumores, mediante a rea¢do em cadeia
de polimerase (PCR), por exigir menores quantidades de ADN (Farrand et al., 2002). Os
microssatélites sdo sequéncias repetitivas curtas, com elevado polimorfismo e suscetiveis a
erros durante a replicacdo do ADN (Li, Korol, Fahima & Nevo, 2004). Alteragdes genéticas
nos locais de ligacdo dos primers impossibilitam a amplificacdo dos respetivos microssatélites
e tém sido apontadas como uma das principais limitacdes do método (Jarne & Lagoda, 1996).
Mais recentemente, a LOH tem sido avaliada por intermédio de matrizes de polimorfismos de
nucledtido tnico (SNP), que se fundamentam nos principios dos microarrays de ADN, revistos
adiante (Wang et al., 1998; Wang et al., 2004; Ho, Mun & Naidu, 2013).

Na CGH, a amostra tumoral e o0 ADN de referéncia (genoma normal) sdo diferencialmente
marcados com corantes fluorescentes verdes e vermelhos, misturados numa proporgéo de 1:1 e

co-hibridizados a cromossomas metafasicos, normalmente preparados a partir de linfocitos
72



normais em cultura. Através de software de analise de imagem especializado acoplado a um
microscopio de fluorescéncia obtém-se imagens dos cromossomas e converte-se os dados de
intensidade de hibridizagdo com um perfil de razdo de vermelho-verde linear. As diferencas na
proporcéo de 1:1 sdo avaliadas como alteragcfes significativas no nimero de copias de ADN.
Mapeando estas respetivas alteracdes, consegue-se identificar amplificacbes, ganhos ou perdas.
E uma técnica que se baseia em principios simples, mas que pode ser de dificil execucéo e
envolver muito tempo. Além disso, apresenta as desvantagens da sua sensibilidade ser limitada
pela presenca de células ndo tumorais, pela extensdo e pelo tamanho das alteracdes, e de
reconhecer apenas modificacGes fisicas na estrutura gendmica ou no numero de copias, sendo
incapaz de identificar a poliploidia, translocagdes cromossémicas neutras e outras
transformacdes que ndo alteram o numero de copias (Kallioniemi et al., 1994; Reis-Filho et al.,
2005).

3.5.1.4. Microarrays de ADNc

Os microarrays de ADNc sdo uma metodologia utilizada para determinar a expressao
diferencial de milhares de genes simultaneamente, que tem por base o principio de hibridizacédo
de sequéncias de nucledtidos complementares entre si (Schena, Shalon, Davis & Brown, 1995).
Entre as variedades da técnica, destacam-se nesta revisdo dois tipos de microarrays. O primeiro,
conhecido como microarrays impressos e/ou de duas cores, implica a amplificagéo por PCR e
a purificacdo de uma elevada quantidade de genes que sdo, posteriormente, fixados em
quantidades picomolares e de forma ordenada, por sistemas roboticos precisos, em diminutos
pontos na superficie central de uma Unica ldmina de vidro ou chip de silicio, que, por sua vez,
é processado quimicamente de modo a obter-se uma ligacdo permanente das sequéncias de
ADN (Lodish et al., 2005; Alizart et al., 2012). O ARN das amostras bioldgicas (p.ex. TM
primarios, recidivas ou metastases) que se querem analisar € purificado e a sua integridade
testada através de kits comerciais apropriados, para depois se proceder a sua ampliacdo e
transcrigdo reversa, de modo a obter o ADNCc, que serd marcado com substancias fluorescentes
(p.ex. cianina 3 — Cy3 — ou cianina 5 — Cy5), misturado e adicionado ao microarrays para a
respetiva hibridizacdo (Perou et al., 2000; Lodish et al., 2005; Hu et al., 2006; Alizart et al.,
2012). Depois, procede-se a lavagem (de modo a eliminar o ADNCc ndo-hibridizado) e capta-se
as diferentes intensidades de fluorescéncia entre as respetivas amostras bioldgicas, produzidas
em funcéo dos diversos niveis de expressdo de cada gene, através de um microscopio a laser
de varredura. As imagens dos pontos fluorescentes s@o entdo processadas por meio de
programas informaticos de modo a determinar a intensidade obtida para cada ponto. A cor

vermelha intensa indica que as amostras analisadas transcrevem o gene, representado por um
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determinado ponto, num nivel muito superior as amostras de referéncia comuns, e a cor verde
revela o oposto. A cor preta manifesta niveis de transcricdo semelhantes e a cor cinza indica
dados ausentes ou perdidos. Cada coluna vertical representa os dados de uma amostra bioldgica
particular e cada linha horizontal contém os dados de um unico gene. Os genes sdo agrupados
de acordo com os seus perfis de expressao (p.ex. Luminal ou Basal), conforme representado na
Figura 11 (Perou et al., 2000; Lodish et al., 2005; Khanna & Paoloni, 2009; Prat & Perou,
2011).
Figura 11 — Anélise de agrupamento hierarquico de dados de padrdes de

expressao genética obtidos através de microarrays de ADNc (adaptado de Prat
& Perou, 2011).
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Mais tarde, surgiram os microarrays baseados na sintese in situ de oligonucle6tidos de uma s6
cadeia a partir de nucledtidos iniciais ligados covalentemente a superficie de uma lamina de
vidro ou de um chip (Maskos & Southern, 1992). As sequéncias destes oligonucledtidos
(normalmente mais do que uma por cada gene a ser estudado) s&o produzidas tendo em
consideracdo algoritmos informaticos que reduzem os riscos de hibridizacfes falso-positivas
ou falso-negativas. Neste tipo de microarrays, as amostras bioldgicas sdo marcadas com uma
Unica cor e adicionadas separadamente a cada ldmina de vidro ou chip respetivo, para a
ocorréncia da reacdo de hibridizacdo. As comparacdes entre as amostras tumorais sdo entao
feitas, utilizando controlos internos de housekeeping. Estes microarrays apresentam como
principais vantagens a sua flexibilidade, elevada reprodutibilidade e o facto de analisarem as
amostras separadamente, pois, assim, impossibilitam possiveis interferéncias prejudiciais entre
as mesmas. As desvantagens, quando comparados com 0s microarrays de duas cores, sdo a
necessidade de duplicar o processo para a comparacdo de duas amostras biologicas e 0 seu
maior custo por unidade (Lodish et al., 2005; Khanna & Paoloni, 2009).
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Estas tecnologias de microarrays tornaram possivel a determinacdo de dezenas, centenas ou
milhares de genes individuais expressos numa unica amostra bioldgica e do seu nivel relativo
de expressdo. Ao decifrarem padrdes de expressdo de inUmeros genes, concederam
naturalmente maiores avancos no conhecimento gendémico funcional, comparativamente com a
informacdo obtida através de outros meétodos (p.ex. RT-PCR ou Northern Blot) acerca da
expressdo de um Unico gene isolado. Deste modo, esta técnica tem tido um enorme impacto na
investigacdo, nomeadamente, no entendimento dos mecanismos de desenvolvimento e
progressdo do cancro, na identificacdo de novos genes associados aos processos neoplasicos,
na descricdo de vias de sinalizacdo associadas a oncogénese, na revelacdo de diferencas subtis
entre as células tumorais, no desenvolvimento de novos tratamentos e na definigdo de retratos
moleculares ou perfis genéticos (ja anteriormente revistos) que caracterizam subtipos de
tumores com diferentes progndsticos e com distintas abordagens terapéuticas. Estes retratos
moleculares foram identificados a partir da analise de agrupamento hierarquico, que é um
método estatistico utilizado para agrupar casos relativamente homogéneos com base na
medicdo das suas caracteristicas (ou, mais precisamente, de acordo com as suas expressdes
genéticas). O agrupamento de tumores pode ser ilustrado por dendrogramas elaborados segundo
as semelhancas dos seus perfis genéticos. Os sucessivos agrupamentos originam as
correspondentes consecutivas divisdes dos respetivos “ramos de arvore” (Figura 11) (Khanna
& Paoloni, 2009; De Abreu et al., 2014).

Assim sendo e de um modo genérico, 0 método de microarrays de ADNc permite a analise
qualitativa e quantitativa da expressdo genética de multiplas amostras, com uma reproducéo fiel
e continua dos resultados obtidos (Moelans et al., 2011). Contudo, recorre a amostras de
dimensGes reduzidas que podem ndo ser representativas das lesdes/tecidos, proporciona um
perfil de expressdo genética para uma média de cancros de mama que podera ndo ser adequado
para a identificacdo da expressdo de determinadas células neoplasicas resistentes as terapéuticas
e/ou raras, ndo permite a sua analise morfoldgica, ndo indica se a expressdo genética se deve a
mutaces, ndo refere 0 numero de copias de genes alterados, ignora as modificacdes
pos-traducionais que regulam os niveis de expressdo proteica, requer equipamento técnico
sofisticado, ndo é apropriada para a analise de amostras fixadas em formol ou embebidas em
parafina e implica elevados custos economicos (Gama et al., 2008; Khanna & Paoloni, 2009;
Carey, 2010; Reis-Filho & Pusztai, 2011).
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3.5.1.5. Testes comerciais de padréo de expressao genetica

A importéancia da classificacdo molecular dos TM na pratica médica, confirmada por inimeros
estudos, conduziu a um rapido desenvolvimento de testes comerciais que indicam o padrao
genético do paciente, designados muitas vezes de “plataformas de expressdo genética”,
“assinaturas genéticas” ou de “assinaturas moleculares” (p.ex. Oncotype DX®, MammaPrint®,
MammaTyper®, PAM50®, Endopredict®, Genomic Grade Index® e Mammostrat®) (Sotiriou &
Piccart, 2007; Carey, 2010; Reis-Filho & Pusztai, 2011; Eroles et al., 2012; De Abreu et al.,
2013; Ward et al., 2013; Harbeck et al., 2014; van de Vijver, 2014). Existem elevadas
expectativas de que tais testes se tornem valiosas ferramentas oncoldgicas, tendo em
consideracdo as suas potenciais capacidades para fornecerem previsdes rigorosas da resposta
clinica a terapéuticas especificas (p.ex. hormonais, imunes e/ou quimioterapicas) e avaliacGes
objetivas do risco de recidiva, bem como do prognostico geral de cada paciente, de um modo
mais reprodutivel do que os métodos utilizados atualmente (como a IHQ, que pode ser subjetiva
e sujeita a variacao inter-observador) (Weigelt & Reis-Filho, 2010; Alizart et al., 2012; Voung
et al., 2014). No entanto, apesar dos diferentes ensaios clinicos de fase 111 que estdo a decorrer
para avaliar e certificar a qualidade dos mesmos, a verdade é que ainda nenhum deles faz parte
da prética clinica de rotina. Em grande medida devido as suas desvantagens relacionadas com
a incapacidade de substituirem o exame histopatoldgico, por ndo analisarem 0s pardmetros
morfoldgicos das neoplasias e terem custos proibitivos para a maioria dos sistemas de saude
(Patani et al., 2013; Sinn et al. 2013). De qualquer forma, serdo aqui revistas as principais

caracteristicas dos trés testes mais divulgados: Oncotype DX®, MammaPrint® e PAM50®.

3.5.1.5.1. Oncotype DX®

Analisa a expressdo de 21 genes (16 genes relacionados com a proliferacdo, RE, HER-2 e
invasdo neoplasica; e 5 genes de tecidos mamarios normais de referéncia) em tecidos tumorais
fixados em formol e incorporados em parafina, através da reacdo da transcriptase reversa
seguida da reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR), que permite sintetizar as cadeias de
ADNCc respetivas a partir do ARNm presente nas amostras tumorais e, subsequentemente,
amplificar e avaliar tal ADNc recém-sintetizado (Paik et al., 2004; Harbeck et al., 2014). Este
teste foi originalmente desenvolvido para prever o risco de recidivas e de metastases a distancia,
num intervalo de tempo de 10 anos, em pacientes com TM em fase inicial que sobreexpressam
RE-a e que ndo apresentam metastases nos linfonodos (recentemente também tem sido aplicado
na determinacdo do progndstico de casos com metastases regionais), e estimar o beneficio da
adicdo de quimioterapia (baseada em agentes alquilantes, antraciclinas e/ou taxanos) a

terapéutica enddcrina (Carey, 2010; McDermott et al., 2011; van de Vijver, 2014). O seu
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resultado é expresso numa pontuacao de risco (RS) que varia entre 0 e 100, sendo o risco de
metastases distantes baixo quando for menor do que 18 (RS<18), intermédio quando variar
entre 18 e 30 (RS 18-30) e elevado quando for maior do que 30 (RS>30) (Colombo et al., 2011;
Reis-Filho & Pusztai, 2011; Harbeck et al., 2014). A maior capacidade progndstica do
Oncotype DX® comparativamente com a avaliacdo clinicopatoldgica e imunohistoquimica
(RE-0, RP, HER-2 e Ki-67) ainda é muito discutivel e o beneficio clinico estimado da
quimioterapia no grupo intermedio (RS 18-30) ainda ndo é claro (Colombo et al., 2011; Reis-
Filho & Pusztai, 2011; Alizart et al., 2012). A real utilidade deste teste na pratica clinica esta a
ser analisada através dos estudos prospetivos randomizados TAILORXx (Trial Assigning
IndividuaLized Options for Treatment Rx) — organizado pelo National Cancer Institute (NCI)
em 2006; inclui mais de 10.000 pacientes com TM, diagnosticados nos Estados Unidos da
América (EUA), Canadd, Irlanda, Peru e Australia — e RXPONDER (Rx for Positive Node,
Endocrine Responsive Breast Cancer) — concebido pelo Southwest Oncology Group em 2011,
com a participacdo dos principais grupos cooperativos do NCI, pretende recrutar pelo menos
4.000 mulheres com recidivas de TM nos EUA, Canada e noutros paises (Peto et al., 2012;
Harbeck et al., 2014; Yersal & Barutca, 2014).

3.5.1.5.2. MammaPrint®

Utiliza uma matriz de expressdo personalizada baseada numa assinatura de prognostico de 70
genes, produzida com recurso a microarrays de ADNCc, que permite prever o risco de recidiva
em pacientes sem metastases nos linfonodos, independentemente da expressdo tumoral de
RE-a, e indica o potencial beneficio da terapéutica enddcrina ou da quimioterapia, em
comparagao com o tratamento cirargico isolado (Tian et al., 2010; Colombo et al., 2011; Alizart
et al., 2012; Harbeck et al., 2014). Apresenta a desvantagem em relacio ao Oncotype DX® de
exigir tecido fresco congelado (com uma percentagem de células tumorais maior do que 30%)
(Reis-Filho & Pusztai, 2011). A sua maior capacidade progndstica e preditiva face a avaliacdo
clinicopatoldgica e imunohistoquimica (RE-a, RP, HER-2 e Ki-67) também suscita muitas
duvidas. Os seus resultados sdo significativos para apenas um grupo de pacientes (com menos
de 55 anos de idade e com tumores menores do que 5 cm) e sobretudo no que diz respeito a
previsdo de recidivas precoces (menos de 5 anos), tendo sido aprovado com estas
condicionantes pela FDA (Alizart et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). Um grande estudo
prospectivo randomizado, designado de MINDACT (Microarray In Node-negative and 1 to 3
positive lymph node Disease may Avoid ChemoTherapy), com 6.600 pacientes diagnosticados

com TM em 9 paises, esta a decorrer com o intuito de investigar a eficiéncia e aplicabilidade
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do teste MammaPrint® em oncologia mamaria (Rutgers et al., 2011; Harbeck et al., 2014; Viale
et al., 2014; Yersal & Barutca, 2014).

3.5.1.5.3. PAM50®

O teste de analise de previsdo com um conjunto de 50 genes (PAM50®) foi concebido para
definir o subtipo intrinseco tumoral e para melhorar a concordancia da classificagdo molecular
(Parker et al., 2009; Harbeck et al., 2014, Yersal & Barutca, 2014). Tem por base a tecnologia
nCounter de NanoString, que é uma variacdo da técnica de microarrays de ADNc. E um teste
robusto, com um elevado grau de concordancia entre os laboratdrios desde que os dados sejam
normalizados (Sinn et al., 2013). Porém, pode classificar alguns tumores que sdo HER-2
positivo, de acordo com as técnicas de IHQ e de hibridizag&o in situ (ISH), como Luminal A
e/ou Luminal B. De acordo com estudos clinicos recentes, tem valor progndéstico e preditivo
independente (Alizart et al., 2012). Fornece uma pontuacédo de risco de recidiva de pacientes
com TM sem metastases regionais e que ndo receberam terapéuticas adjuvantes sistémicas
(Yersal & Barutca, 2014). E referido por alguns autores como o melhor teste para classificar os
TM nos subtipos intrinsecos, descrito até ha data, ainda que esteja em fase experimental para

uma validacao adicional e ndo inclua o subtipo Claudin-law (Carey, 2010).

3.5.1.6. Sequenciamento paralelo massivo

O sequenciamento paralelo massivo, também designado de sequenciamento de proxima
geracdo (NGS - next-generation sequencing), tem um enorme potencial para a investigacdo
oncobioldgica e biomédica, proporcionando uma evolucéo significativa no diagndstico preciso
de TM, devido & sua elevada sensibilidade na andlise do genoma, epigenoma e
transcriptoma (Shendure & Ji, 2008; Ansorge, 2009; Baird & Caldas, 2013; De Abreu et al.,
2014). Baseia-se na amplificacdo clonal in vitro e na sequenciacdo simultanea de um modo
paralelo em grande escala de fragmentos de ADN através da adicdo de nucledtidos
complementares; sem ser necessario o trabalho intensivo laboratorial convencional de
clonagem do ADN em bactérias, a determinacdo da sequéncia com recurso a
didesoxinucledtidos (ddNTP) e a separacdo fisica de fragmentos em géis (Shendure & Ji, 2008;
Anderson & Schrijver, 2010; Sabatier et al., 2014).

Esta técnica permite o estudo detalhado de todo o genoma, incluindo a avaliacdo de
polimorfismos de nucledtido Unico, mutaces pontuais, inser¢des, delegdes, alteracbes no
namero de copias (ganhos ou perdas), variagdes estruturais (p.ex. translocagdes e inversoes),
padrdes de metilacdo do ADN, expressao de ARN e splicing alternativo (Ansorge, 2009). Pode

ser aplicada na identificacdo de alteraces oncobiologicas a nivel molecular, contribuindo para
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a expansdo do conhecimento (1) das vias de sinalizagéo celular, (2) dos mecanismos subjacentes
das resisténcias terapéuticas, (3) das mutagdes e (4) dos genes associados a cada um dos
diferentes subtipos moleculares de TM (De Abreu et al., 2013). Assim, os projetos de pesquisa
relacionados com o Atlas do Genoma do Cancro (TCGA — The Cancer Genome Atlas), o
Consorcio Internacional do Genoma do Cancro (ICGC - International Cancer Genome
Consortium) e o Consoércio Internacional de Taxonomia Molecular do Cancro de Mama
(METABRIC — MolEcular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium) tém
recorrido frequentemente a esta recente tecnologia para catalogar de forma abrangente as
anormalidades gendmicas, transcriptomicas e epigendémicas dos TM (Vollan & Caldas, 2011;
Curtis et al., 2012; Baird & Caldas, 2013; Yersal & Barutca, 2014). Esta catalogagdo ou
estratificacdo é de extrema relevancia para uma melhor compreensdo do comportamento clinico
dos diferentes TM e para o aperfeicoamento de uma classificacdo molecular robusta do cancro
de mama com real utilidade na rotina oncoldgica. Além disso, permite a identificacdo de novos
biomarcadores envolvidos na oncogénese mamaria que podem ser gradualmente incorporados
em ensaios clinicos, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes,
visando as mutacBes genéticas existentes que impulsionam o comportamento do tumor, e com
menos efeitos secundarios devido ao seu metabolismo ser também determinado pelo perfil
genético de cada paciente (Collins, 2010; De Abreu et al., 2014).

Atualmente, existem varias plataformas de sequenciamento de segunda geracdo amplamente
disponiveis no mercado, como a “454” da Roche, a “llumina sequencing” da llumina, a “SOLiD
System” da Aplied Biosystems e a “lon Torrent” da Life Technologies. Cada uma destas
plataformas é capaz de gerar informacgdo sobre milhdes de pares de bases (pb) numa Unica
experiéncia a um reduzido custo relativo (Shendure & Ji, 2008; Ansorge, 2009).

A primeira a ser introduzida no mercado (em 2004) foi a “454”, sendo ainda hoje uma das mais
utilizadas. Nesta plataforma, o ADN ¢ fragmentado aleatoriamente (em sequéncias de 300 a
800 pb) e os respetivos fragmentos sdo ligados a adaptadores de sequéncia especifica nas suas
extremidades (3° e 5°) e, posteriormente, a microesferas magnéticas por meio de
emparelhamento com sequéncias curtas complementares, presentes nas superficies destas
(apenas um unico tipo de fragmento se liga a cada microesfera) (Shendure & Ji, 2008; Mardis,
2008a). As microesferas sdo entdo capturadas individualmente em goticulas oleosas, onde
ocorre a PCR em emuls&o, produzindo-se milhdes de copias de cada fragmento. Por fim, estas
microesferas sdo apreendidas em pocos individuais paralelos no microssuporte de
sequenciamento, sdo fornecidos os reagentes para a reacdo de pirosequenciamento e procede-

se a identificacdo do sinal de luz emitido ap6s a adicdo de cada base incorporada. O
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sequenciamento &, assim, realizado em ciclos, sendo que a cada ciclo, um determinado tipo de
nucledtido € adicionado a reagdo (Mardis 2008a, 2008b).

O método utilizado pela “lon Torrent” ¢ muito semelhante ao da “454”, mas a incorporagao de
novos nucleotidos no decorrer da sintese de ADN é acompanhada pela detecdo da alteracdo de
pH que ocorre com a libertagéo de ides de hidrogénio aquando da incorporacgéo dos nucledtidos.
Este sistema, ao contrario das restantes plataformas, ndo utiliza detetores 6ticos, fluorescéncia
ou quimiluminescéncia, pelo que reduz drasticamente o custo de sequenciac¢ao (Shendure & Ji,
2008).

A plataforma “llumina sequencing” tem, igualmente, como principios a fragmentacéo aleatdria
do ADN e a ligacdo de adaptadores em ambas as extremidades dos respetivos fragmentos.
Contudo, estes ultimos sdo fixos a um suporte sélido de sequenciamento por hibridizacao e ndo
a microesferas (Figura 12). De seguida, é realizado um primeiro ciclo de amplificacdo por PCR
em fase sélida, no qual o adaptador da extremidade livre do fragmento aderido ao suporte
hibridiza com o oligonucledtido complementar no suporte, formando uma estrutura em ponte.
Sdo fornecidos os reagentes necessarios, incluindo nucledtidos ndo marcados, originando a
sintese das sequéncias complementares dos fragmentos imobilizados. Depois ocorre uma etapa
de desnaturacédo, desfazendo a “ponte” mediante elevacdo da temperatura. Repete-se a etapa
anterior, formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de amplificagdo. Apds
uma série de ciclos, incorporam-se nucleétidos marcados (com fluorocromos) e procede-se a
estimulacdo por laser, gerando-se sinais que sdo captados por um dispositivo de leitura e
interpretados de forma sequencial, permitindo a detecdo da completa sequéncia presente
(Shendure & Ji, 2008; Kircher & Kelso, 2010).

O método da “SOLID System” também recorre a fragmentacao aleatéria do ADN, a aplicacéo
de adaptadores nos fragmentos e a execucdo de PCR em emulsdo através de microesferas
magnéticas. No entanto, a reacdo de sequenciamento é catalisada pela ADN ligase, em vez da
ADN polimerase, e as microesferas sdo ligadas covalentemente a laminas de vidro com
substancias proprias. Nesta técnica, sdo utilizados um primer de sequenciagdo, para
proporcionar um substrato de fosfato 5’ para a ligase de ADN, e uma mistura de sondas
fluorescentes com 4 cores distintas (correspondem a 4 das 16 sequéncias de dois nucleétidos
possiveis; as Ultimas seis posi¢des da sonda sdo degeneradas), que irdo competir na hibridizacao
ao respetivo fragmento e na ligagcdo ao primer. O sinal de fluorescéncia é lido e parte da sonda
é clivada, deixando os dois nucleétidos iniciais, 3 posi¢cdes degeneradas e um grupo fosfato
livre, para permitir a reacdo de ligacdo subsequente. Inicia-se um novo ciclo de hibridizagéo e
assim sucessivamente, até que todo o fragmento fique hibridizado (25 a 75 pb) (Mardis, 2008b;

Anderson & Schrijver, 2010; Kircher & Kelso, 2010). Depois, as multiplas ligagdes sédo
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removidas por desnaturacdo e uma nova etapa de sequenciamento é iniciada com um primer
que tem as n bases da primeira etapa menos uma (n-1). Os ciclos de hibridizagao séo repetidos,
fornecendo informacdo de outras bases da sequéncia alvo. Novas etapas de sequenciamento séo
realizadas com o primer n-2, n-3 e n-4, respetivamente, para que a sequéncia completa dos
fragmentos seja determinada. Este processo realiza uma dupla leitura de cada base no decorrer
dos Vvérios ciclos, o que aumenta a precisdo dos seus resultados, tornando muito eficiente a
detecdo de SNP (Mardis, 2008a; Anderson & Schrijver, 2010).

Figura 12 — Métodos de amplificacdo utilizados no sequenciamento
de préxima geracéo (extraido de Shendure & Ji, 2008).
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a: PCR em emulsdo; b: PCR em ponte (Bridge PCR)
O sequenciamento de préxima geracao revela maior rapidez, menores custos relativos, menor
esforco relativo na sua producdo e melhor capacidade de detecdo da expressdo genética em
grande escala do que as técnicas de microarrays de ADNc e de sequenciamento de ADN
convencionais (Ledford, 2008; Shendure & Ji, 2008). No entanto, ainda apresenta uma série de
desafios importantes no que diz respeito ao desenvolvimento de bibliotecas de armazenamento
da informacdo gerada, a programacdo informatica de novas abordagens eficazes para a
interpretacdo da grande quantidade de dados produzidos (que ajudem a extrair percecoes Uteis
a nivel bioldgico e clinico), a discriminacdo das mutacGes que realmente contribuem para a
oncogénese (designadas de “mutagdes motorista”) e aos problemas técnicos em termos de
disponibilidade de tecido tumoral, interferéncia do estroma e reprodutibilidade dos resultados
laboratoriais, bem como questfes éticas (Shendure & Ji, 2008; Anderson & Schrijver, 2010;
Vollan & Caldas, 2011; Baird & Caldas, 2013; Yersal & Barutca, 2014). Apesar desses
desafios, prevé-se que o aperfeicoamento das recentes tecnologias de sequenciamento e a
diminuigéo progressiva dos seus custos catalise uma nova era de medicina personalizada com
base na analise gendmica de cada paciente (Anderson & Schrijver, 2010; Vollan & Caldas,
2011). Sera necessario, eventualmente, aguardar muito mais tempo, mas essa nova era ira
surgir, inclusivamente, em Medicina Veterinaria, tornando possivel o diagnostico rapido e
eficaz de doengas oncoldgicas felinas, mesmo antes destas se manifestarem, e a aplicacdo de

terapéuticas dirigidas ao perfil genético de cada animal.
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3.5.2. Implicacdes clinicas da classificacdo molecular
As implicacBes da classificagdo molecular dos TM na prética clinica humana tém sido
gradualmente aceites, conforme revelam as recentes reunides do Consenso Internacional de
Especialistas em Cancro de Mama de St. Gallen! (Goldhirsch et al., 2011, 2013). Em 2011, o
painel internacional de especialistas reconheceu a utilidade desta classificacdo na decisao
terapéutica e na emissdo de um progndstico, pelo que recomendou a sua adogdo (Goldhirsch et
al., 2011; Eroles et al., 2012; Zaha, 2014). Além disso, aceitou que os diferentes subtipos de
TM podem ser definidos com base numa variedade de testes genéticos ou huma aproximacao
com recurso a imunohistoquimica (Goldhirsch et al., 2011; Zaha, 2014). Contudo, por questdes
de maior facilidade de aplicacdo na rotina clinica e/ou laboratorial e devido a restricles
econdmicas, aconselhou a utilizacdo preferencial do exame imunohistoquimico, habitualmente
realizado na avaliacdo dos principais biomarcadores (RE-a, RP, HER-2 e Ki-67), para
classificar as neoplasias mamarias em quatro subtipos moleculares de acordo com as seguintes
caracteristicas:

» Luminal A — RE-a positivo (RE-a") e/ou RP positivo (RP*), HER-2 negativo (HER-2") e

Ki67 <14%;

* Luminal B — RE-a" e/ou RP*, HER-2" ou positivo (HER-2") e Ki67 > 14%;

»= HER-2 positivo — RE-a negativo (RE-a), RP negativo (RP) e HER-2";

= Triplo-negativo — RE-o/,RP" e HER-2".
Diferentes autores defendem que a classificagdo molecular baseada na combinacdo destes
marcadores imunohistoquimicos € uma abordagem mais simples e pratica que devera
manter-se como tal, a menos que novos biomarcadores sejam identificados como essenciais no
planeamento terapéutico (Yersal & Barutca, 2014). De facto, outros imunomarcadores tém sido
sugeridos como importantes, por concederem informacao clinica relevante, nomeadamente o
HER-1 e as citoqueratinas 5, 6 e 14, pois permitem a identificacdo de TM Basal-like, com um
pior prognoéstico. No entanto, ndo foram incorporados nas diretrizes estabelecidas no referido
Consenso (Goldhirsch et al., 2011; Alizart et al., 2012). No caso de ndo ser possivel analisar o
indice Ki-67, foi recomendada a distin¢do entre Luminal A e Luminal B com base no grau de
malignidade do tumor (Goldhirsch et al., 2011).

! Reunides realizadas a cada dois, onde os critérios de gestéo clinica do cancro de mama humano s&o reavaliados recorrendo as mais modernas
evidéncias clinicas, por especialistas de diversas sociedades de oncologia internacionais.
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O mesmo painel de especialistas recomendou estratégias terapéuticas especificas para cada um
destes subtipos, sumarizadas do seguinte modo:
= Luminal A — geralmente apenas terapéutica endocrina (p.ex. A, tamoxifeno e
fluvestrant);
= Luminal B — terapéutica endocrina, quimioterapia (p.ex. antraciclinas e/ou taxanos) e
imunoterapia (no caso de sobreexpressar HER-2);
= HER-2 positivo — quimioterapia (p.ex. taxanos) e imunoterapia (p.ex. trastuzumab —
durante um ano — e/ou lapatinib);
= Triplo-negativo — quimioterapia (p.ex. antraciclinas e/ou taxanos; referiram que 0 uso
rotineiro de sais de platina, de inibidores de PARP-1 e de antiangiogénicos ainda néo é
aconselhavel).
Em 2013, o respetivo painel internacional de especialistas manteve as recomendacfes
praticamente inalteradas (Goldhirsch et al., 2013; Untch et al., 2013). Contudo, aconselhou o
prolongamento da administracdo adjuvante de tamoxifeno de 5 para 10 anos, e reconheceu que
as assinaturas moleculares multigénicas proporcionam informagdo progndstica precisa e
reprodutivel e, em alguns casos, preveém a resposta a quimioterapia (Goldhirsch et al., 2013).
Assim, tais assinaturas podem e devem ser consideradas como complemento ao diagnostico
clinicopatoldgico se existir davida sobre a indicacdo da quimioterapia apds consideracdo de
outros fatores (Reis-Filho & Pusztai, 2011). No entanto, a disponibilidade e o custo destas
assinaturas impedem a sua aplicacdo em muitos ambientes, no momento presente (Goldhirsch
etal., 2013).

3.6. Terapéuticas personalizadas

A maioria das terapéuticas oncoldgicas mamarias convencionais foram concebidas para todos
0s pacientes com cancro de mama e ndo para cada paciente em particular (Eroles et al., 2012).
No entanto, nas décadas recentes a fascinante expansao do conhecimento das caracteristicas
moleculares dos TM contribuiu enormemente para a nossa compreensao da sua oncobiologia
(pouco explorada pelas tradicionais abordagens terapéuticas e escassamente refletida nas suas
caracteristicas clinicopatoldgicas), conduzindo a uma medicina cada vez mais personalizada.
A descoberta de inimeros genes envolvidos na oncogénese mamaria e de importantes vias de
sinalizacdo, desreguladas nestes tumores, bem como a identificacdo de biomarcadores
especificos, mensuraveis, confiaveis e relacionados com o processo neoplasico conduziu ao
desenvolvimento de terapéuticas inovadoras, dirigidas geralmente contra esses mesmos
biomarcadores, que aumentaram substancialmente o potencial para tratamentos

individualizados (Lyon et al., 2006; Conforti et al., 2007; Alizart et al., 2012; De Abreu et al.,
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2014; Sabatier et al., 2014). Os principais objetivos de tais tratamentos sdo, naturalmente,
atingir-se respostas clinicas significativas (com o minimo possivel de efeitos secundarios), TS
e TLD longos, melhor qualidade de vida e, possivelmente, a cura numa pequena percentagem
de casos (Saghir et al., 2011). Assentam, essencialmente, na expressdo dos RP, RE-a e HER-2,
e podem ser subdivididos, principalmente, em endocrinos (direcionados para 0s tumores que
sobreexpressam recetores hormonais — subtipos Luminais A e B), imunoterapicos anti-HER-2
(direcionados para os tumores que sobreexpressam HER-2 — subtipos Luminal B e HER-2
positivo) e quimioterapicos (direcionados sobretudo para os tumores Triplo-negativos) (Figura
13) (Prat & Perou, 2011; De Abreu et al., 2014).

Figura 13 — Principais terapéuticas personalizadas utilizadas em Oncologia Mamaéria
Humana (adaptado de De Abreu et al., 2014).
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As terapéuticas enddcrinas incluem, geralmente, SERM, IA ou reguladores seletivos puros dos
RE-a (Saghir et al., 2011). Os SERM apresentam efeitos agonistas ou antagonistas do
estrogénio consoante o tecido alvo respetivo, pelo que permitem a inibicdo ou estimulagéo
seletiva da acdo desta hormona em varios tecidos. Na GM, suprimem a sinalizacdo de
estrogénio, bloqueando o seu efeito na replicacéo e proliferagdo celular, sendo rotineiramente
administrados no tratamento de mulheres com cancro de mama ou na prevencdo em mulheres
com elevado risco de oncopatogenia mamaria (Lyon et al., 2006; Cuzick et al. 2007; De Abreu
et al., 2014). Entre os mais conhecidos e aprovados pela FDA, destacam-se o tamoxifeno,
toremifeno e raloxifeno. Contudo, o tamoxifeno tem uma maior relevancia, sendo, na verdade,

considerado o “golden standart” da terapéutica endocrina ha mais de 40 anos e um dos mais
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importantes avancos em toda a area da oncologia (Lyon et al., 2006; Hammond et al., 2010;
Saghir et al., 2011; De Abreu et al., 2014). Esta atualmente recomendado para o tratamento de
TM humanos RE-positivos, num estadio inicial ou avangado, e para a prevencdo de TM
invasivos primarios ou contralaterais em mulheres com elevado risco de contrairem estes
mesmos tumores. O tamoxifeno ao ligar-se ao RE-a blogueia competitivamente a interacao do
mesmo com o estrogénio e induz uma alteracdo conformacional, reduzindo a transcri¢do (de
genes que respondem ao estrogénio) e a divisdo celular, pelo que exerce assim, efeitos
citostaticos a nivel mamario (Hammond et al., 2010; Russell, 2014). Normalmente, o estrogénio
ao ligar-se ao RE-a ativa o fator de ativacdo (FA)-1 para, posteriormente, ocorrer dimerizacdo
do RE-a vinculado com outro RE e ativagdo do FA-2. O complexo dimerizado movimenta-se,
entdo, no nucleo, onde recruta inimeros co-ativadores e conduz a transcri¢éo e a divisdo celular
(Russell, 2014). Em contraste, o complexo RE-tamoxifeno ativa somente o FA-1,
permanecendo o FA-2 inativo, pelo que permite a dimerizacdo, a translocacdo nuclear e a
ligagdo ao ADN para modular a expressao genética, mas ativa sobretudo co-repressores (p.ex.
N-CR e SMRT) e ndo recruta co-ativadores da subfamilia p160 (p.ex. AIB1, CBP e p300),
resultando numa reduzida transcricéo e divisdo celular, o que explica inclusivamente o efeito
agonista parcial do tamoxifeno e de outros SERM (Shang, Hu, DiRenzo, Lazar & Brown, 2000;
Hammond et al., 2010; Russell, 2014). O tamoxifeno no tecido mamario diminui os niveis de
ciclina D1, do fator de transformacéo de crescimento alfa (TGF-a) ¢ aumenta a expressao do
fator de transformacgdo de crescimento beta 1 e 2 (TGF-B1 e TGF-B2, respetivamente)
(Salomon, Ciardello, Valverius, Saeki & Kim, 1989; Watts, Sweeney, Warlters, Musgrove &
Sutherland, 1994). Entretanto, convém salientar que a maioria das a¢Ges do tamoxifeno é
mediada pelos produtos ativos que resultam do seu metabolismo pelo citocromo P450 (p.ex.
enzima CYP2D6): 4-OH-tamoxifeno e endoxifeno. A concentracdo do endoxifeno parece ser
proporcional a atividade da enzima CYP2D6 e variar de acordo com o polimorfismo genético,
bem como com a administragdo concomitante de medicamentos que inibem a sua atividade e
diminuem a sua eficacia (p.ex. fluoxetina e paroxetina), pelo que a mesma deve ser evitada
(Desmarais & Looper., 2009; Saghir et al., 2011). A acéo do tamoxifeno também € influenciada
por inimeras outras variaveis, incluindo a existéncia de multiplos tipos de RE ou variantes
geneéticas destes, mutacOes nos genes que codificam para RE, diversos co-ativadores e
co-repressores, multiplas localizagdes, disponibilidade intracelular do tamoxifeno, ligacdo do
mesmo a outras proteinas, transporte transmembranar alterado, stress oxidativo e/ou interacéo
com outras vias de sinalizagéo, p.ex. relacionadas com a expressao de HER-2 (Pearce & Jordan,
2004; Hurtado, et al. 2008; Murphy, Seekallu & Watson, 2011). Pelo menos 3 microARN tém

sido associados ao beneficio clinico do tamoxifeno: miR30a-3p, miR-30c e miR-183
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(Rodriguez-Gonzalez et al. citados por Andorfer et al., 2011). A resposta ao tamoxifeno parece
ser ainda mediada pelo produto do gene Paired Box 2 (Pax2), na medida em que na presenca
de elevada expressédo deste, 0 complexo RE-tamoxifeno suprime a expressdo pro-proliferativa
de HER-2. Por outro lado, quando a expressdo do co-ativador amplified in breast 1 (AIB-1) €
superior a expressao de Pax2, o complexo RE-tamoxifeno estimula a expressdo de HER-2.
Assim, acredita-se que 0 Pax2 e o co-ativador AIB-1 competem pela ligagdo e regulacéo da
transcricdo de HER-2, e determinam a resposta ao tamoxifeno, pelo que também se sugere que
0s TM agressivos do subtipo HER-2 positivo possam se originar de TM do subtipo Luminal A
ou Luminal B que expressam RE-a, contornando este mecanismo repressivo (Hurtado et al.,
2008). De facto, as principais vias de transducdo ativadas pelo HER-2, PI3K-AKT-mTOR e
Ras-Raf-MEK-MAPK, tém sido amplamente associadas a resisténcia enddcrina, sobretudo a
primeira (ambas podem conduzir a ativagdo independente de ligando do RE-a) (Lgnning &
Eikesdal, 2013). Um ciclo vicioso pode ser desenvolvido entre os mecanismos de acdo de
RE-a ¢ HER-2, principalmente em tumores do subtipo Luminal B, conduzindo a proliferacéo e
sobrevivéncia celular (Prat & Perou, 2011). De qualquer forma, diferentes ensaios de fase IlI
tém demonstrado a eficacia do tamoxifeno na prevencdo do cancro de mama. Por exemplo,
Fisher et al. (2005) acompanharam clinicamente 13.388 mulheres com elevado risco de cancro
de mama invasivo que receberam placebo ou tamoxifeno durante 5 anos, concluindo que o
tamoxifeno reduziu em 49% a incidéncia de cancro de mama invasivo e em 62% o risco de
cancro de mama RE-positivo, porém o mesmo aumentou em 29% o risco de tumores
endometriais. Entre outros possiveis efeitos adversos do tamoxifeno salienta-se 0 aumento do
risco de tromboembolismo, de cataratas e de esteatose (Fisher et al., 2005; Saghir et al., 2011).
Cheang et al. (2009) observaram que a administracdo de tamoxifeno como Unica terapéutica
adjuvante proporcionou um TLD de 10 anos em 70% dos casos de TM Luminal A e em 53%
dos casos de TM Luminal B. Mais recentemente, o Early Breast Cancer Trialists Collaborative
Group (EBCTCG) mostrou que o tamoxifeno reduz a mortalidade do cancro de mama em cerca
de um terco ao longo dos primeiros 15 anos apds o diagnostico, e as recidivas de TM e o
desenvolvimento de um novo TM contralateral em aproximadamente 40-50% das mulheres
com TM em estadio inicial (Davies et al., 2011).

O toremifeno, outro SERM eficaz no tratamento de TM RE-positivos, apresenta uma resisténcia
cruzada com o tamoxifeno e, por isso, ndo tem sido amplamente utilizado em clinica (Buzdar
& Hortobagyi, 1998). Ainda assim, revela a vantagem de ndo ser metabolizado pela enzima
CYP2D6, sendo uma alternativa eficaz em pacientes com insuficiente metabolismo do

tamoxifeno (Saghir et al., 2011).
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O raloxifeno é utilizado no tatamento e prevencdo de osteoporose em mulheres na
pOs-menopausa e na prevengdo do cancro de mama invasivo RE-positivo em pacientes na
pos-menopausa com elevado risco de serem diagnosticados com TM (Cummings et al., 1999).
Aparentemente, também ndo € metabolizado pela enzima CYP2D6. Um estudo com 7.705
mulheres na p6s-menopausa revelou que a administracao de raloxifeno durante 3 anos reduziu
em 76% a incidéncia de TM invasivos, diminuiu em 90% a incidéncia de TM RE-positivos e
ndo aumentou o risco de cancro endometrial (Cummings et al., 1999). Noutro estudo, que
incluiu 5.213 mulheres na pds-menopausa, foi demonstrado que o tratamento preventivo com
raloxifeno durante 8 anos diminuiu a incidéncia de TM invasivos em 66% e de TM invasivos
RE-positivos em 76%, porém aumentou o risco relativo de tromboembolismo (Martino et al.,
2004). Barrett-Connor et al. (2006) analisaram especificamente a incidéncia dos efeitos
secundarios cardiovasculares da administracdo de raloxifeno em 10.101 mulheres, tendo
concluido que o raloxifeno reduziu o risco de TM invasivos em 44% e ndo afetou
significativamente o risco de doenca coronaria priméaria, mas foi associado a um aumento do
risco de acidentes cerebrais fatais e de tromboembolismo venoso. Vogel et al. (2006) ao
compararem a eficécia e os efeitos relativos do tamoxifeno com os do raloxifeno na prevencao
de TM invasivos, relataram que os dois farmacos foram igualmente eficazes na reducédo do risco
de TM invasivos, mas que o raloxifeno apresentou um menor risco de tromboembolismo venoso
e de cataratas.

Os recentes A sdo uma classe de medicamentos que bloqueiam a biossintese periférica de
estrona e de estradiol, a partir de androstenediona e de testosterona, respetivamente, atravées da
inibicdo da enzima (citocromo P450) aromatase e, portanto, suprimem a producdo de
estrogénios em mulheres p6s-menopausa, reduzindo drasticamente 0s seus niveis no soro, nos
tecidos e em células tumorais (Lyon et al., 2006; Hammond et al., 2010; Saghir et al. 2011;
Lenning & Eikesdal, 2013; De Abreu et al., 2014). Assim, em vez de competirem com 0
estrogénio pela ligagdo aos RE-a, como 0s SERM, os IA bloqueiam a producéo de estrogénio
(Russell, 2014). A aromatizacdo da androstenediona em estrona é a principal via de sintese de
estrogénio em mulheres na pds-menopausa, pelo que os 1A atuam sobretudo nesta via (Lenning
& Eikesdal, 2013). Apesar do gene da aromatase incluir dez promotores diferentes, as proteinas
codificadas pelos mesmos séo semelhantes (Lgnning & Eikesdal, 2013). Alguns estudos tém
sugerido que os IA sdo ligeiramente mais eficazes que o tamoxifeno na diminuicdo da
incidéncia de recidivas e na prevencdo de novos TM primarios contralaterais em mulheres na
pos-menopausa, implicando um perfil de efeitos secundarios mais favoravel (Cuzick, 2003;
Lyon et al., 2006; Hammond et al. 2010). Diferentes ensaios randomizados prospectivos tém

demonstrado que os IA aumentam o TLD e reduzem o risco de recidivas locais, regionais e
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distantes em mulheres com TM RE-positivos em estadio inicial, bem como previnem o
desenvolvimento de TM primarios (Cuzick, 2003; Goss et al., 2007, 2011; Cuzick et al., 2014).
Presentemente existem, pelo menos, 3 IA disponiveis comercialmente: anastrozol, letrozol e
exemestano (Lyon et al., 2006).

O anastrozol é um IA néo esteroide que apresenta taxas de beneficio clinico e de resposta
objetiva equivalentes ao tamoxifeno, mas com um perfil de toxicidade menos agressivo (Saghir
et al., 2011; Cuzick et al., 2014).

O letrozol é também um IA ndo esteroide, mas revela taxas de beneficio clinico e de resposta
objetiva superiores, e TS mais longos (34 meses versus 30 meses, respetivamente), em
comparagdo com o tamoxifeno (Mouridsen et al., 2003).

O exemestano, um IA esteroide, origina taxas de resposta positivas em pacientes que realizaram
previamente terapéuticas endocrinas, mas que entretanto desenvolveram resisténcia tanto ao
tamoxifeno, como ao anastrozol ou letrozol (Lgnning et al., 2000; Kvinnsland et al., 2000; Goss
etal., 2011; Lenning & Eikesdal, 2013; Amoroso, Berruti & Simoncini, 2014).

Apesar do letrozol estar associado a uma inibicdo mais significativa da aromatase, ainda néo
existe um consenso acerca da superioridade de um IA sobre outro, especialmente em termos de
TS (Saghir et al., 2011; Legnning & Eikesdal, 2013).

O regulador seletivo puro do RE-o mais conhecido ¢ o fluvestrant, que forma um complexo
com o RE-a que ndo ativa 0s FA-1 nem os FA-2. Assim, ndo ocorre dimeriza¢do do RE-a e ndo
sdo recrutados nenhuns co-ativadores, pelo que ndo se processa qualquer divisdo celular
dependente de RE-a e ndo existem efeitos estrogénicos agonistas. Além disso, o complexo
RE-fulvestrant degrada-se rapidamente, sendo responsavel pelo aceleramento da
"downregulation" de RE-a (Russel, 2014). O fluvestrant esta aprovado para o tratamento de
TM RE-positivos metastaticos resistentes ao tamoxifeno, em mulheres pds-menopausa. Os seus
efeitos sdo equivalentes aos do exemestano, mas apresenta custos monetarios superiores e
requer injecbes mensais, enquanto o exemestano é mais barato e pode ser administrado por via
oral (Saghir et al., 2011).

A eficacia de todas estas terapéuticas enddcrinas varia conforme a sensibilidade hormonal do
tumor, detetada pela avaliagdo da expressdo de RE-a e¢/ou RP, sendo a mesma, naturalmente,
mais elevada em TM dos subtipos Luminal A e Luminal B. Assim, as respostas as terapéuticas
hormonais mais marcantes e duradouras ocorrem, principalmente, em tumores de baixo ou
moderado grau de malignidade e com sobreexpresséo de tais recetores hormonais (Curigliano,
2012).
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Osborne et al. (1980) afirmam que essas mesmas respostas surgem em:

= 77% dos tumores positivos para ambos os recetores hormonais;

= 46% dos tumores negativos para 0s RE-a e positivos para os RP;

= 27% dos tumores positivos para os RE-a e negativos para os RP;

= 11% dos tumores negativos para ambos 0s recetores.
As modernas tecnologias moleculares, revistas anteriormente, ajudam a entender melhor esta
variacdo de sensibilidade hormonal. As resisténcias as terapéuticas hormonais devem-se a
interacdes entre RE-a, RP, HER-2 e diferentes vias de sinaliza¢do (Saghir et al., 2011; De
Abreu et al., 2013). Parecem estar sobretudo relacionadas com uma perda de expressdo gradual
de RE-a ao longo do tempo e a um aumento da expresséo de outros fatores de crescimento
(p.ex. relacionados com HER-1) (Emde et al., 2011; Curigliano, 2012). Assim, a combinagédo
da endocrinoterapia com outras terapéuticas moleculares direcionadas, que inibam varias vias
de transducdo oncogeénicas, pode conduzir a atrasos ou até mesmo impedir o desenvolvimento
de resisténcias aos tratamentos administrados (De Abreu et al., 2013). Infelizmente, ensaios
clinicos randomizados que analisaram a combinacdo de terapéuticas hormonais com
anti-HER-1, inibidores de Ras e inibidores de mTOR ndo demonstraram, na pratica, beneficios
clinicos (Saghir et al., 2011; Curigliano, 2012). Atualmente existem varios projetos bem
estruturados que prometem a avaliacdo rigorosa dos resultados terapéuticos da administragéo
de inibidores de vérias proteinas oncogénicas (p.ex. histona deacetilase, PI3K, recetor de
IGF-1 (IGF-IR), recetor 2 de VEGF e c-Src) em combinagdo ou sequencialmente, selecionados
a partir da analise genética dos respetivos TM (Nahta, Yuan, Zhang, Kobayashi & Esteva, 2005;
Curigliano, 2012; Singh et al., 2014). Contudo, as pacientes com TM de elevado grau de
malignidade do subtipo Luminal B e que sobreexpressam HER-2, j& demonstraram que
beneficiam da adicdo de terapéuticas anti-HER-2 a sua endocrinoterapia (Emde et al., 2011,
Saghir et al. 2011). Num ensaio clinico randomizado de fase Ill, a adicdo de trastuzumab
(melhor analisado de seguida) ao anastrozol resultou numa melhoria estatisticamente
significativa do TLD, em comparacdo com a administracdo de anastrozol isolado (4,8 meses
versus 2,4 meses) (Kaufman et al., 2009). Apesar dos resultados serem decepcionantes, com
baixos tempos livres de doenca em ambos 0s grupos, 0 mesmo ensaio constituiu uma prova
precoce do beneficio clinico da combinagdo dessas terapéuticas (Saghir et al., 2011). A
associacdo de lapatinib (revisto adiante) com o letrozol também foi correlacionada
significativamente com um maior TLD, face a administracdo deste IA com um placebo
(mediana de 8,2 meses versus 3,0 meses) (Johnston et al., 2009).
De facto, todos os pacientes humanos com TM que apresentam amplificacdo do gene

HER-2/neu e/ou sobreexpressdo da oncoproteina HER-2 na superficie celular tém indicacéo
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para realizarem terapéuticas anti-HER-2, tais como trastuzumab, lapatinib, pertuzumab e/ou
trastuzumab emtansine (T-DML1), que inibem o crescimento tumoral e induzem a apoptose
(Wolff et al., 2013; De Abreu et al., 2014; Russell, 2014).

O trastuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado recombinante que tem como alvo o
subdominio IV da regido justamembranar do dominio extracelular do HER-2, impedindo a
sinalizacdo dependente da dimerizagdo do recetor e independente de ligando a jusante, bem
como a clivagem proteolitica do seu dominio extracelular (um mecanismo de ativacdo do
HER-2). Este anticorpo monoclonal suprime a angiogénese, induz a citotoxicidade celular
mediada por anticorpos (ADCC), com subsequente degradacéo das células que sobreexpressam
HER-2, e reduz o numero de células em fase S do ciclo celular através da promocdo da
expressao de p27 (inibidor de Ciclina D) (Harari & Yarden, 2000; Albanell, Codony, Rovira,
Mellado & Gascon, 2003; Russell, 2014; Singh, Jhaveri & Esteva, 2014). Esta aprovado para o
tratamento de TM que sobreexpressam HER-2 metastaticos ou em estadio precoce, numa
administracdo ideal de 12 meses (Wolff et al., 2013). A adicdo de trastuzumab a quimioterapia
convencional em mulheres com TM metastaticos revelou uma melhoria ao nivel da taxa de
resposta (50% versus 32%), do TLD (7,4 meses versus 4,6 meses), do TS (25,1 meses versus
20,3 meses) e uma reducdo do risco de mortalidade de 20% (Slamon et al., 2001). Como
terapéutica adjuvante, o trastuzumab reduz o risco de recidiva para metade e a mortalidade em
um terco, comparativamente a quimioterapia isolada, quando administrado a pacientes com TM
num estadio inicial (Romond et al., 2005; Wolff et al., 2007; Andorfer et al., 2011). A
combinacdo de trastuzumab com antraciclinas esta associada a um aumento do TS, mas estas
potencializam os seus efeitos secundarios cardiotdéxicos (regulam negativamente a
neuregulina-1 essencial para a fungdo cardiaca; sendo aconselhada uma monitorizacao
ecocardiogréafica regular a cada 2-3 meses), pelo que alguns autores recomendam evitar-se a
sua administracdo concomitante (Slamon et al., 2001; Saghir et al. 2011; Buzdar et al., 2013;
Jones et al., 2013; Singh et al., 2014). No entanto, outras combina¢des tém demonstrado
melhores beneficios clinicos relativos, como as que incluem taxanos (paclitaxel ou docetaxel)
e vinorelbina (Buzdar et al., 2013; Singh et al., 2014). Ainda assim, inimeros TM desenvolvem
resisténcia ao trastuzumab, pelo que novas abordagens tém sido desenvolvidas (Roskoski,
2014). Alguns dos principais mecanismos de resisténcia ao trastuzumab sdo os seguintes: (1)
reducdo da ADCC (p.ex. devido a polimorfismos e modificagdes pos-traducionais dos recetores
ou sobreexpressdo de CD44), (2) sinalizagdo a jusante aberrante (p.ex. devido & subexpressao
de PTEN; mutagdes em PI3KCA,; baixa regulacdo por p27 ou sobreexpresséo de Ciclina E), (3)
sinalizacédo alternativa através de outros RTK (p.ex. por outros membros da familia HER ou

por IGF-IR) e (4) dificil acesso ao receptor HER-2 (p.ex. devido a elevada quantidade de
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HER-2 em circulacdo, ao qual o trastuzumab se liga sem exercer o seu efeito antitumoral nos
tecidos; a forma truncada de HER-2 — p95-HER-2 —, ou seja, sem dominio extracelular e com
atividade constitutiva; sobreexpressdo de mucina 4 — MUC4 — que também impede a ligacao
ao trastuzumab; sobreexpressdo de VEGF, na medida em que a angiogenese pode reduzir os
efeitos antineoplasicos do trastuzumab; e ativacdo da sinalizacdo relacionada com o RE-a)
(Ross et al., 2009; Moelans et al., 2011; Roskoski, 2014). O trastuzumab ndo atravessa a
barreira hematoencefalica, o que fez com que o padrdo de metastizacdo em pacientes
submetidos a tratamento com o mesmo se tenha alterado, aumentando a percentagem de
metastases cerebrais (Ross et al., 2009).

O lapatinib € um derivado oral de 4-anilinoquinazolina, aprovado em combinacdo com a
capecitabina pela FDA em 2007 para o tratamento de TM metastaticos que sobreexpressam
HER-2, por inibir reversivelmente a atividade de HER-1 e HER-2 ao ligar-se aos seus dominios
intracelulares (Ross et al., 2009; Saghir et al. 2011; Russell, 2014). Assim sendo, revela uma
boa eficacia relativa anti-tumoral, mesmo nas neoplasias com recetores HER-2 truncados (que
ndo apresentam dominio extracelular) e, por isso, resistentes ao trastuzumab. Xia et al. (2002)
referem que também inibe a fosforilacdo a jusante de quinase regulada extracelular (ERK) 1/2
em células S1 humanas que sobreexpressam HER-2 (contrariamente ao trastuzumab) e aumenta
a percentagem de células apoptdticas de 23% para 46%, ap0s 72 horas do tratamento. Estes
autores referiram ainda que o lapatinib inibe a fosforilacdo de AKT noutras linhas celulares
humanas. Além disso, apresenta poucos efeitos cardiotoxicos e reduzidas dimensdes, tendo a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, pelo que também atua nas metastases
cerebrais. Portanto, a combinagdo de trastuzumab e de lapatinib apresenta uma interessante
eficacia clinica, sobretudo em tumores HER-2 positivos resistentes ao primeiro (Saghir et al.,
2011). A capecitabina é o quimioterapico que melhores resultados clinicos tem demonstrado
em associa¢do com o lapatinib (Geyer et al., 2006). A terapéutica combinada de lapatinib e
capecitabina em pacientes com TM metastaticos que sobreexpressavam HER-2 revelou um
tempo médio de progressao de 8,4 meses, enquanto a monoterapéutica com capecitabina apenas
4,4 meses (Geyer et al., 2006). A resisténcia ao lapatinib tem sido associada a mutagdes em
Thr798Met do HER-2 e a0 aumento compensatério da sobreexpressdo de PI3BK/AKT e de RE
(Puglisi, Minisini, De Angelis & Arpino, 2012).

O pertuzumab, desenvolvido mais recentemente, € um anticorpo monoclonal humanizado
dirigido contra o subdominio Il do dominio extracelular do recetor HER-2 e, como tal, inibe a
sua dimerizagéo e bloqueia as vias de sinalizacdo a jusante (Adams et al., 2006; Curigliano,
2012). Esta aprovado pela FDA em combinagdo com o trastuzumab e docetaxel no tratamento

de TM metastaticos que sobreexpressam HER-2 (De Abreu et al., 2014; Russell, 2014). Num
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estudo que incluiu 808 pacientes com TM metastaticos que sobreexpressavam HER-2, a adi¢édo
de pertuzumab a combinacéo de trastuzumab e docetaxel revelou uma melhoriado TLD de 12,4
meses para 18,5 meses, sem demonstrar nenhuma toxicidade adicional significativa (Baselga et
al., 2012).

O T-DM1 é um conjugado anticorpo-farmaco direcionado para o HER-2 que inclui o
trastuzumab ligado covalentemente ao inibidor de microtdbulos DM1 (um derivado citotoxico
muito nocivo quando administrado isoladamente) mediante um ligando tioéter estavel de
4-[N-maleimidometil] ciclohexano-1-carboxilato (MCC) (Roskoski, 2014). O termo emtansina
refere-se ao complexo MCC-DML1, sendo que o ligando MCC limita a libertacdo de DM1 as
celulas alvo. Assim, a conjugacao de aproximadamente uma molécula de trastuzumab com 3,5
moléculas de DM1 permite combinar as propriedades do mesmo a potente acdo
anti-microtubular destas, diretamente em células tumorais que sobreexpressam HER-2
(Roskoski, 2014). Pois, aparentemente, ap0s a sua ligacdo ao HER-2 ocorre endocitose e
libertacdo de DM1 intracelular, que iré inibir a polimerizacdo da tubulina, parar o ciclo celular
na fase G2/M e induzir a apoptose (Carigliano, 2012; Singh et al., 2014). Os seus principais
efeitos secundarios sdo trombocitopenia transitoria, hepatotoxicidade e pneumonia (Saghir et
al., 2011). Verma et al. (2012) ao compararem a eficacia de T-DM1 face a associacdo de
lapatinib e capecitabina no tratamento de TM que sobreexpressam HER-2 num estadio
avancado, previamente submetidos a administracdo de trastuzumab e de um taxano, verificaram
uma melhoria no TLD (9,6 meses versus 6,4 meses) e no TS (30,9 meses versus 25,1 meses).
Atualmente, o tratamento de primeira linha para a maioria dos pacientes humanos com TM
metastaticos que sobreexpressam HER-2 é a combinacdo de trastuzumab, pertuzumab e
docetaxel. A FDA aprovou o T-DM1 como agente de segunda linha na terapéutica destes
tumores, seguido do lapatinib e capecitabina (Singh et al., 2014). Todos estes agentes
anti-HER-2 estdo aprovados para o tratamento de TM metastaticos, mas apenas o trastuzumab
esta autorizado no cenario adjuvante (Russell, 2014).

Entretanto, tém sido investigados outros farmacos anti-HER-2: neratinib (inibidor irreversivel
de HER-1, HER-2 e HER-4), afatinib (inibidor irreversivel de HER-1 e HER-2 que também
atravessa a barreira hematoencefalica) e inibidores da proteina de choque térmico 90 (Hsp90,
estabiliza diversas oncoproteinas, entre elas 0 HER-2 e algumas moléculas da sinalizagéo a
jusante, como PI3K e AKT; assim, a sua inibicdo induz a apoptose celular) (Curigliano, 2012;
Lin et al., 2012; Jhaveri et al., 2014).

Em relacdo aos TM do subtipo Triplo-negativo, estes normalmente ndo respondem as
terapéuticas hormonais e anti-HER-2, pelo que tém pior progndstico e sdo um desafio a préatica

clinica, conforme referido anteriormente (Bosch et al., 2010; Podo et al., 2010; Alizart et al.,
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2012; Maniscalco et al.,, 2013). No entanto, apresentam elevadas taxas de resposta a
quimioterapia (principalmente com sais de platina), apesar de apresentarem menores TSe TLD,
0 que se traduz no chamado “paradoxo triplo-negativo” (Liedtke et al., 2008; Prat & Perou,
2010; Rastelli et al., 2010). As investigacdes a decorrer sobre terapéuticas inovadoras eficazes
para este subtipo de tumores estdo sobretudo direcionadas para a PARP-1, VEGF, HER-1,
MAPK, PI3K e mTOR (Reis-Filho et al., 2006; Bosch et al., 2010; Carey, 2010; Foulkes et al.,
2010; Podo et al., 2010; Prat & Perou, 2010; Rastelli et al., 2010; Munagala, Agil & Gupta;
2011; Alizart et al., 2012; Zaha, 2014).

Em Medicina Veterinaria, tém sido desenvolvidas pequenas moléculas inibidoras competitivas
de tirosina-quinase (TKI) semelhantes ao lapatinib, que blogueiam de modo reversivel ou
irreversivel o local de ligagdo de adenosina trifosfato (ATP) as respetivas quinases, apresentado
atividade anti-angiogénica e anti-tumoral, como o toceranib (inibidor de VEGFR, PDGFR e c-
Kit), masitinib (inibidor de PDGFR e c-Kit) e mesilato de imatinib (inibidor de PDGFR, c-Kit
e Abl) (London, 2003; Shchemelinin, Sefc & Necas, 2006; London, 2009, 2013). Na auséncia
de ligacdo de ATP, ndo ocorre fosforilagdo da quinase e ndo se inicia a sinalizacéo a jusante
(London, 2009). Em felinos, foram identificadas mutaces nos exdes 8 e 9 do proto-oncogene
c-Kit que promovem a desregulacdo celular e que estdo sobretudo relacionadas com o
desenvolvimento de mastocitomas, pelo que o masitinib e o mesilato de imatinib tém sido
testados, revelando uma boa tolerancia (Lachowicz et al., 2005; Isotani et al., 2006; Bellamy et
al., 2009; Isotani et al., 2010; Daly et al., 2011). Contudo, sdo necessarios estudos de longo
prazo com estes medicamentos para avaliar todas as suas potenciais toxicidades,
farmacocinética, biodisponibilidade oral, combina¢Ges com terapéuticas convencionais e 0s
tipos de tumores em que realmente apresentam eficacia clinica (London, 2009). Tendo em
atencdo, que os TM Basal-like frequentemente apresentam a expressdo do proto-oncogene
c-Kit alterada, podem vir a ser (teis na terapéutica dos mesmos em felinos (no caso de se
confirmarem as suas semelhangas com os TM humanos deste respetivo subtipo).

Em humanos, os TM Triplo-negativos apresentam uma melhor resposta a quimioterapia com
carboplatina do que os restantes subtipos moleculares (Eroles et al., 2012). Num estudo recente,
felinos com TM tratados com cirurgia e carboplatina apresentaram TS superiores aos tratados
apenas com cirurgia, apesar de ndo se observarem diferencas estatisticamente significativas
(p=0,883), 0 que podera estar relacionado exatamente com o facto de ndo ter sido administrada
exclusivamente nos casos com TM do subtipo Triplo-negativo (De Campos, Nunes, Lavalle
& Cassali, 2014).

Conforme anteriormente revisto, entre 0s SERM com elevados efeitos antagonistas do RE-a

felino no tecido mamario destaca-se 0 Bazedoxifeno, mas aparentemente ndo existe nenhum
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estudo que investigue a sua eficacia ou de outros SERM, nem de IA ou fluvestrant, no
tratamento de TMF (Toniti et al. 2011). Na terapéutica de TM caninos, Tavares e colaboradores
recomendam a administragdo de tamoxifeno (na dose de 0,8 mg/kg/dia), com a prévia
realizacdo de OVH, de modo a evitar os elevados riscos de piometra que 0 mesmo acarreta
(Tavares et al., 2010).

3.7. Revisdo dos principais biomarcadores

Nas décadas recentes, as tecnologias gendémicas e proteémicas proporcionaram significativos
avancos na compreensdo da oncobiologia mamaria, permitindo identificar inUmeros
biomarcadores envolvidos em multiplas vias de sinaliza¢do celular oncogénicas (De Abreu et
al., 2013). No entanto, na prética clinica humana apenas sdo avaliados rotineiramente os RP,
RE-a, HER-2 e Ki-67, para a obtencéo de informac&o prognostica e preditiva. A partir de 2011,
estes biomarcadores passaram a ser recomendados para a aplicacdo da classificacdo molecular
COm recurso a uma aproximacdo através da técnica de IHQ, na rotina oncolégica mamaria
humana (Goldhirsch et al., 2011). Assim, dada a sua eventual importancia também nos TMF,

serdo de seguida resumidas as suas principais caracteristicas.

3.7.1. Recetor de estrogénio

Os recetores de estrogénio fazem parte da superfamilia de recetores nucleares de fatores de
transcricdo e sdo ativados por hormonas esteroides, como o 17p-estradiol, estrona e estriol
(Mitrunen & Hirvonen, 2003; De Abreu et al., 2013). Estdo envolvidos em inlmeros processos
nucleares e extranucleares que modulam a fisiologia de diferentes 6rgaos, incluindo os rins, a
pele, 0s 0ss0s, 0s musculos esqueléticos e lisos, o figado, o cérebro, o sistema cardiovascular e
o aparelho reprodutivo, promovendo o crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular,
inibicdo da apoptose, invasdo e angiogénese (Pearson & Jordan, 2004; Monteiro, Teixeira &
Calhau, 2014). As hormonas esteroides sdo produzidas sobretudo pelos ovarios em resposta as
hormonas luteinizante e foliculo-estimulante sintetizadas pela hipéfise anterior, mas também
através dos seus precursores (testosterona e androstenediona) produzidos inclusive pela
supra-renal e convertidos (em estradiol e estrona) nos tecidos periféricos (p.ex. adiposo, mama,
cerebro, pele, figado, musculo, osso e cartilagem) mediante aromatizacdo (catalisada pela
aromatase, uma enzima citocromo P450 localizada no reticulo endoplasmatico de células
produtoras de estrogénio) (Czajka-Oraniec & Simpson, 2010; Hammond et al., 2010; Stocco,
2012; Lenning & Eikesdal, 2013; Monteiro et al., 2014). A enzima 17beta-hidroxiesteroide-
desidrogenase (17p3-HSD) converte, também nos tecidos periféricos, a androstenediona e a

estrona em testosterona e 17pB-estradiol, respetivamente (Corbould, Bawden, Lavranos,
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Rodgers & Judd, 2002; Saloniemi, Jokela, Strauss, Pakarinen & Poutanen, 2012). O aumento
da biossintese de estrogénio através da aromatizacdo é impulsionado por EGF, fator de
transformacdo de crescimento beta (TGF-B), tetradecanoil forbol (TPA), PGE,, COX-1 e
COX-2, pois todos estes fatores aumentam a expressao de aromatase nos respetivos tecidos
(Richards, Petrel & Brueggemeier, 2002). A inativacdo do estrogénio ocorre via
sulfotransferase estrogénio, na medida em que esta enzima citossélica conjuga o estrogénio
com sulfato, promovendo a sua excre¢do urinaria, mas pode, ainda assim, agir como um
reservatorio para a regeneracao de estrogénio atraves de dessulfatizacdo (Monteiro et al., 2014).
As acdes do estrogenio tém sido associadas, p.ex., a maturacdo dos foliculos, as contracdes
uterinas, a capacidade de resposta ao stress, a modulagdo da inflamacéo (através da capacidade
de influenciar a atividade do fator nuclear kappa B — NFkappaB), ao comportamento, a
producdo de insulina, a inibicdo da reabsorcdo 6ssea, a prevencao de arteriosclerose e a protecéo
vascular ap0s lesdes cardiacas (David, 2010; Prossnitz & Barton, 2011). A expressao dos
respetivos recetores estd associada ao risco, progndstico e resposta terapéutica de diferentes
patologias, como p.ex. hiperplasia benigna da prostata, cancro da prostata, doenga de
Alzheimer, diabetes, osteoporose, doencas cardiovasculares, cancro do c6lon e cancro de mama
(Pearson & Jordan, 2004). Localizam-se principalmente no nudcleo, mas também no citoplasma
(inativados através da sua associacao com proteinas de choque térmico), no aparelho de Golgi
(onde ocorrem modificacBes pos-traducionais necessarias para a sua deslocacdo para a
membrana celular e réapida sinalizacdo intracelular) e na membrana celular (Prossnitz,
Arterburn & Sklar, 2007). Ap6s a menopausa, a sinalizacdo enddcrina do estrogénio perde a
sua relevancia e passa a paracrina ou autocrina, pelo que apesar dos niveis sistémicos serem
baixos, as concentracdes desta hormona nos tecidos periféricos podem ser elevadas, refletindo
a sua producdo local e as suas acOes bioldgicas (Monteiro et al., 2014).

Os efeitos celulares normais do estrogénio sdo mediados por trés tipos de RE: RE-a. (codificado
pelo gene ESR1), RE-beta (RE-p; codificado pelo gene ESR2) e recetor de estrogénio acoplado
a proteina G (GPER ou GPR30; codificado pelo gene GPER).

O RE-a foi identificado por Ellwood Jensen, em meados da década de 1960, e a sua expressao
tem sido utilizada desde os anos de 1970 para prever a capacidade de resposta dos TM a
terapéutica endocrina e como fator de prognostico modesto do risco de recidivae do TS (Jensen
et al., 1967; Hammond et al., 2010; Vuong et al., 2014). Aproximadamente 60 a 80% dos TM
humanos sobreexpressam RE-o e tendem a ser bem diferenciados, menos agressivos e
associados a melhor progndstico, enquanto a maioria dos TMF parece subexpressar este recetor
e revelar elevada agressividade oncobiologica (Hamilton et al., 1976; Patani et al., 2013; Vuong

et al., 2014). Nos humanos, os TM RE-a positivos estdo associados a estadios tumorais
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precoces e beneficiam da endocrinoterapia, ao contrario dos TM RE-a negativos que estao
normalmente associados a estadios tumorais mais avangados/invasivos e ndo beneficiam de tais
terapéuticas (a excepcao dos RP positivos) (Osborne et al., 1980; Speirs & Walker, 2007). Por
outro lado, os TM RE-a positivos apresentam uma reduzida resposta terapéutica a
quimioterapia, em média entre 7-8%, ao passo que 0s TM RE-o negativos demonstram uma
resposta a quimioterapia em média entre 21-33% (De Abreu et al., 2013; Patani et al., 2013).
O gene ESR1 humano localiza-se no brago longo do cromossoma 6, locus 25.1, apresenta 140
kilobases, divide-se em 8 exdes e codifica uma proteina de 595 aminoacidos (aa) com um peso
molecular de 66 kDa (Ponglikitmongkol, Green & Chambon, 1988; Stevens & Meech, 2006).
Nos felinos, 0 gene homdlogo localiza-se no cromossoma B1, apresenta 10 exdes, 0 ARNm
transcrito tem 6.596 pb e também codifica uma proteina de 595 aa (GenBank, 2014a).
Murganhos que ndo expressam o0 gene ESR1 demonstram um fenétipo externo normal, mas
apresentam hipoplasia uterina, alteracdes morfologicas vaginais e testiculares, GM
rudimentares, pouco libido, diminuicdo da mobilidade espermatica, baixo numero de
espermatozoides e sao inférteis (Nie et al., 2002; Pearce & Jordan, 2004; Prossnitz et al., 2008).
O RE-P foi identificado em 1996 (Mosselman, Polman & Dijkema, 1996), porém o seu papel
celular exato e as suas interagdes com 0 RE-o ainda ndo sdo plenamente compreendidos,
devido, em parte, ao seu grande nimero de isoformas e a suposta inexisténcia de anticorpos
especificos para a sua detecdo (Hammond et al., 2010; Vuong et al., 2014). Existem dados que
indicam que a expressdo de RE-P previne o desenvolvimento de TM, pelo que o tratamento
combinado com agonistas deste recetor nestes tumores podera trazer beneficios adicionais, mas
num estudo recente a expressdo de uma das suas isoformas revelou estar associada a pior
progndstico (Pearce & Jordan, 2004; Baek, Chae, Song & Jung, 2014). Aparentemente, 0S
RE-a e RE-PB sdo semelhantes, com dominios de ligacdo ao ADN idénticos em 97% € com
dominios de ligacdo a hormona a apresentarem cerca de 59% de similaridade, mas o dominio
funcional que inclui o FA-1 (relacionado com a ativacdo independente do ligando) esta ausente
nos RE-B (Speirs & Walker, 2007).

O gene ESR2 em humanos localiza-se no brago longo do cromossoma 14, locus 23.2, apresenta
61.2 kilobases, divide-se em 8 exdes, codifica uma proteina de 530 aa com um peso molecular
de 59,2 kDa e é, presumivelmente, mais fortemente regulado nos tumores do que o ESR1
(Jarzabek et al., 2005; Zhao, Dahlman-Wright & Gustafsson, 2008; Lurie et al., 2011). Nos
felinos, o gene homélogo localiza-se no cromossoma B3, apresenta 6 exdes, 0 ARNm transcrito
tem pelo menos 1.593 pb e codifica uma proteina de 410 aa (GenBank, 2014b). Os murganhos
que ndo expressam o gene ESR2 revelam foliculos atrésicos mais precoces e menor corpo luteo,

diminuicdo da frequéncia de maturacéo folicular, fertilidade reduzida, hiperplasia da prostata
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ou do epitélio da bexiga, hipocelularidade neuronal regional, mas um comportamento sexual
normal e GM normais (Nie et al., 2002; Pearce & Jordan, 2004; Prossnitz et al., 2008).

O GPER é um membro da familia de recetores acoplados a proteina G (GPCR) que apresenta
7 segmentos transmembranares, capaz de ativar a sinalizacdo intracelular através da interacéo
com proteinas G heterodiméricas e que, possivelmente, se localiza no reticulo endoplasmatico,
no aparelho de Golgi e na membrana plasmética (Mizukami, 2010; Prossnitz & Barton, 2011).
Foi clonado no final da década de 1990 por varios grupos de investigacao através de diferentes
abordagens e associado ao estrogénio no ano 2000 (Filardo, Quinn, Bland & Frackelton, 2000;
Prossnitz et al., 2007).

O gene GPER em humanos localiza-se no brago curto do cromossoma 7, locus 22.3, apresenta
11.97 kilobases, divide-se em 3 exes e codifica uma proteina de 375 aa com um peso molecular
de 41 kDa (Mizukami, 2010). Nos felinos, o seu homologo localiza-se no cromossoma E3,
apresenta 1 exdo, 0 ARNm transcrito tem pelo menos 2.178 pb e codifica uma proteina de 359
aa (GenBank, 2014c). Os murganhos que ndo expressam 0 gene GPER sdo férteis e ndo
manifestam anomalias reprodutivas evidentes, mas apresentam atrofia do timo, diminuicdo da
tolerancia a glicose e alteracdes no crescimento 6sseo (Filardo & Thomas, 2012).

O estrogénio normalmente exerce a sua acao nas células através de quatro vias: trés genomicas
(atuam no ADN celular) e uma ndo genémica. Na sua via cléssica, o estrogénio liga-se ao
respetivo recetor monomeérico, induz uma alteracdo conformacional do mesmo (para facilitar a
interacdo com proteinas co-reguladoras, bem como a dissociacdo de proteinas de choque
térmico que o inibem) e a sua dimerizacdo (RE-a/RE-a; RE-0/RE-B ou RE-B/RE-f), formando
um complexo que se transloca no nucleo, onde se liga diretamente ao ADN da célula, nos
elementos de resposta ao estrogénio (ERE) presentes na regido promotora de genes alvo, e
modula posteriormente a transcri¢do (Pearce & Jordan, 2004; Hammond et al., 2010; Powell,
Wang, Shapiro & Xu, 2010; Vuong et al., 2014). Esta é a via que normalmente é bloqueada
pelo tamoxifeno. Numa segunda via gendémica, o complexo RE-estrogénio liga-se
indiretamente a0 ADN como co-activador, através da interagdo com outros fatores de
transcricdo (FT). Na terceira via gendmica ocorre a ligacdo constitutiva (independente de
estrogénio) do RE ao ERE, pela inducéo da alteracdo da sua conformacao por quinases e fatores
de crescimento relacionados com outras vias de sinalizacdo intracelulares (p.ex. via c-Src ou
MAPK, AKT, proteina quinase A — PKA — e ERK 1/2) bem como por complexos de
ciclina/CDK que modulam a sua fosforilagdo e, por conseguinte, a sua atividade (Lee, Cui &
Oesterreich, 2001; Yamaguchi, 2007; Vuong et al., 2014). Estas trés vias gendmicas conduzem
a proliferacdo celular e a sintese de diversas proteinas importantes, incluindo o RP. Na via ndo

gendémica, o complexo RE-estrogénio ndo se transloca no nucleo, mas atua normalmente na
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membrana citoplasmatica ativando diferentes cascatas de eventos (p.ex. promove a mobilizacao
de célcio, potassio e a producdo de 6xido nitrico; ativa a adenilato ciclase e c-Src, que ativa
MMP e cliva EGF, que por sua vez ativa EGFR e, por conseguinte, as vias PI3K/AKT e MAPK)
que conduzem a proliferacao celular e a outros fendbmenos associados a agressividade tumoral,
como a angiogénese e a imortalizacdo celular (Prossnitz et al., 2008; Filardo & Thomas, 2012;
Mo et al., 2013). Esta ultima via tem sido associada ao GPER e apresenta uma atuacdo mais
rapida (com tempos de resposta de segundos a minutos) do que a via classica (que ocorre em
uma escala de tempo de horas), pois ndo requer os processos de transcri¢ao e sintese de novas
proteinas para suscitar os seus efeitos primarios, sendo correlacionada com resisténcias
terapéuticas e tumores com maiores indices de Ki-67, mas ao que parece ndo induz a sintese de
RP. Por isso, tumores RE-positivos com elevados indices proliferativos e sem expressdo
concomitante de RP demonstram menor sensibilidade as terapéuticas hormonais (Prossnitz et
al., 2007, 2008). Curiosamente, o estrogénio pode induzir a apoptose celular e levar a regressdo
de TM hormono-dependentes em mulheres p6s-menopausa, porém esses efeitos duais ainda
carecem de uma melhor compreenséo (Ariazi et al., 2011).

A acdo do RE-a ¢ inibida pela acetilagdo, através da proteina histona acetilase p300, dos
residuos de lisina K302 e K303 do seu dominio D, enquanto a acetilacao dos residuos de lisina
K266 e K268 do mesmo dominio induz a sua ativagdo dependente de ligando e a sua ligacdo
com o ADN (Barone, Brusco & Fuqua, 2010). O RE-a ¢é ainda subregulado na presenca de
estrogenio mediante a via ubiquitina/proteossoma (catalisada pelas enzimas de ativacdo da
ubiquitina— E1 —, de conjugacdo — E2 — e de ligase — E3), que conduz a sua degradacdo e a uma
rapida ativacdo da transcri¢do de genes alvo (Kocanova, Mazaheri, Caze-Subra & Bystricky,
2010).

O RE-a felino, codificado pelo gene ESR1 felino, é formado por seis dominios (A-F), que
controlam a ligacdo ao ADN (C), a proteina de choque térmico (D), ao ligando (E/F, que contem
o local do FA-2) e a transativacdo genética (A/B, que contem o local do FA-1 e € responsavel
pela dimerizacéo; e E) (Cardazzo et al., 2005; Shao & Brown, 2004; Schoen, Sharbati, Ritter
& Jewgenow; 2012). De acordo com Cardazzo et al. (2005) a sequenciagdo do ARNm do
RE-a felino revela que 0o mesmo esta associado a uma transcrigdo comum de 6.183 pb
(sequéncia de codificacdo de 1.788 pb e uma regido nédo traduzida de 4.305 pb) e que é muito
semelhante, a nivel estrutural e funcional, a0 ARNmM do RE-o humano. Estes autores
identificaram diferentes variantes de ARNm do RE-a nos tecidos felinos (REAE2, REAE3,
REAE4, REAES5, REAE6, REAE7), também semelhantes as descritas em tecidos humanos
(Cardazzo et al., 2005; Schoen et al., 2012). As variantes REAE4 e REAE7 sdo, aparentemente,

menos frequentes em TMF do que nas GMF normais, devido, possivelmente, & menor expressao
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de RE-a nos TMF (Cardazzo et al., 2005). A regido codificante é traduzida numa proteina de
595 aa (como anteriormente referido), com um peso molecular de 66,0 kDa e com uma
semelhanca de 89% com 0 RE-a humano (Cardazzo et al., 2005).

3.7.2. Recetor de progesterona

Os recetores de progesterona sdo também membros da superfamilia de recetores nucleares de
fatores de transcricdo dependentes de ligandos, neste caso de progesterona ou de progestinas
(Leeuwen, Garderen, Rutteman & Mol, 2000; Obr & Edwards, 2012; Abdel-Hafiz & Horwitz,
2014). Diversos estudos indicam que a formacdo do complexo RP-progesterona desempenha
um importante papel na regulagéo do desenvolvimento, proliferagéo e diferenciagdo dos tecidos
reprodutivos femininos, e que tem varias fungdes neurais ndo reprodutivas
(Boonyaratanakornkit, Bi, Rudd & Edwards, 2008; Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014). Este
mesmo complexo exerce as suas acdes nucleares atraves da sua ligacdo aos genes alvo
especificos, ativando elementos de resposta a progesterona, ou por intermédio da sua ligacao a
co-fatores que interferem na transcrigdo de ADN (Bulynko & O’Malley, 2011).
Adicionalmente, fora do nucleo pode induzir a rapida ativacéo de diferentes vias de sinalizacéo,
incluindo a p21/Ras/MAPK, JAK-1/JAK-2/STAT3 e PI3K/AKT/NF-kB, tendo como
intermediéarios diretos ou indiretos tirosina-quinases (p.ex. c-Src) e outros fatores de sinalizacdo
(Boonyaratanakornkit et al., 2008; Lange, 2008; Obr & Edwards, 2012).

O RP localiza-se na membrana celular (p.ex. sob a forma de RPm alfa, beta ou gama), no
citoplasma (inativado através da sua associa¢do com proteinas de choque térmico 90 ou 70,
imunofilinas e com outros fatores) e no nicleo das células alvo (Singh, Su & Ng, 2013; Abdel-
Hafiz & Horwitz, 2014).

A progesterona é produzida nos ovarios, sobretudo durante a fase litea, na placenta no decorrer
da gestacdo e, em menor quantidade, nas glandulas adrenais, no sistema nervoso central e no
tecido adiposo. Promove a diferencia¢do do endométrio, a secre¢do das glandulas endometriais,
a supressdo da motilidade uterina, a contragdo do cérvix e a manutencdo da gestacdo (Anderson
& Clarke, 2004). Os progestagénios sdo frequentemente administrados como contracetivos de
modo a prevenir a maturacdo folicular completa e a bloquear o crescimento do endométrio
induzido pelo estrogénio (Lange, 2008). A nivel mamario, principalmente através de vias de
sinalizacédo paracrinas, a progesterona controla a morfogénese do epitélio luminal (néo existem
evidéncias da expressdo de RP em células do estroma ou mioepiteliais), impulsiona as células
estaminais mamarias a promoverem a alveologénese, suprime a secrecgdo ativa de leite (regulada
pelo RP, prolactina e STAT5) e evita o seu refluxo através da regulacdo das tight junctions

perto do término da gestagédo (Obr & Edwards, 2012). O mecanismo de a¢éo paracrino tem sido
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indicado devido as células que sobreexpressam RP terem baixos indices de proliferacdo, mas
localizarem-se perto de células que subexpressam este recetor com elevados indices
proliferativos, sendo assim sugerido que elas fornecem substancias promotoras de crescimento
(p.ex. Wnt) as células adjacentes (Lange, 2008). Existem evidéncias de que a progesterona
regula a proliferacdo das células estaminais mamarias pelo fato da sua administracdo em
murganhos adultos intactos aumentar a populacdo dessas células e a ovariectomia reduzir o
numero total das mesmas (Asselin-Labat et al., 2010; Joshi et al., 2010). A expressdo de RP
reflete a integridade e o funcionamento da via do RE-a, pois é regulada positivamente pelo
estrogenio (Horwitz, Koseki & McGuire, 1978; Hammond et al., 2010; Patani et al., 2013;
Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014; Vuong et al., 2014). Portanto, a proliferacdo induzida pelo
estrogénio também poderé estar relacionada com um mecanismo parécrino (Obr & Edwards,
2012). As lesdes mamarias que subexpressam RE-a e sobreexpressam RP tém sido associados
a RE-a falso-negativos e/ou a RP falso-positivos (Patani et al., 2013). Apenas cerca de 7 a 10%
da populacéo de células do epitélio luminal mamario normal sobreexpressa RE-a ¢ RP (Lange,
2008). De um modo geral, a progesterona age nos tecidos previamente estimulados pelo
estrogenio, desencadeando inicialmente uma acdo sinérgica e depois antagonista (David, 2010).
A administracdo de progesterona e de estrogénio a mulheres na pds-menopausa induziu uma
maior proliferacdo do tecido mamaéario humano do que a administracdo de estrogénio
isoladamente (Hofseth et al., 1999; Lange, 2008; Chlebowski et al., 2010). Os recetores de
fatores de crescimento também parecem regular e modular a expressdo dos RP, sendo que a
subexpressdo de RP pode estar associada a uma aberrante sinalizacéo de fatores de crescimento
(Vuong et al., 2014). O EGF potencializa os efeitos da progesterona através da fosforilacdo da
Serina 294 (Ser294) do RP (Daniel et al., 2007). Porém, a fosforilacdo excessiva de Ser294
conduz a uma regulacdo negativa do préoprio RP (Daniel et al., 2007). O IGF-1 também
potencializa os efeitos da progesterona (Lange, 2008). Alguns estudos indicam que o TGF-f
inibe a expressdo de RP e de RE-a (exceto na puberdade), suprime o crescimento das células
epiteliais e estimula a proliferacdo das células mesenquimais (Ewan et al., 2005). A expressao
do gene BRCA-1 também parece suprimir a expressdo de RP, pois a dele¢do deste gene em
murganhos conduz a sobreexpressao de RP e a uma resposta hiper-proliferativa a progesterona
(Ma et al., 2006; Poole et al., 2006). De facto, a proliferacdo induzida pela progesterona é
transitoria devido a agdo de diferentes reguladores e inibidores do ciclo celular (p.ex. p21, p27
e TP53) (Groshong et al., 1997; Lange, 2008). Entre os varios genes alvo a jusante envolvidos
na proliferacdo e na morfogénese induzida pelo complexo RP-progesterona incluem-se o Wnt4,
anfirregulina, calcitonina, inibidor de ligacdo ao ADN 4 (l1d4) e o gene que codifica o ligando

do recetor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) (Obr & Edwards, 2012). A atividade
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de transcricdo promovida pelo RP depende das modificacdes pos-traducionais de fosforilagdo
(p.ex. pela PKA, MAPK e CDK?2), acetila¢do, ubiquitinacdo (que envolve a E1, E2 e E3) ou de
SUMOilac¢éo (adicdo de uma proteina semelhante a ubiquitina - SUMO - small ubiquitin-like
modifier) de um residuo de lisina no dominio N-terminal, que suprime a atividade de transcricao
do RP (Lange, 2008; Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014). O gene BRCA-1 parece promover a
degradacdo de RP através de E3 e de silenciamento epigenético (Abdel-Hafiz
& Horwitz, 2014). Contudo, a regulacéo genética associada ao RP ainda permanece em grande
medida desconhecida (Lange, 2008).

Para além das acOes benéficas, a progesterona também contribui para a progresséo inicial do
cancro de mama, se bem que a subexpressdo de RP esta associada a TM humanos com um
fendtipo neoplasico mais invasivo e menos diferenciado, logo, a pior progndstico. Nas
mulheres, um maior periodo de tempo de exposicdo a esteroides ovaricos esta associado a um
aumento da incidéncia de TM (Lambe et al., 1994). As lesGes pré-neoplasicas mamarias
demonstraram um aumento da proporc¢do de células que sobreexpressam RE-o ¢ RP (cerca de
70%), como p.ex. as hiperplasias e, mais tarde, os carcinomas ductais in situ, o que podera
dever-se a uma passagem da regulacdo hormonal paracrina para autécrina (Anderson, 2002;
Frech et al., 2005; Lange, 2008). Um mecanismo que também tem sido sugerido para explicar
a atividade tumoral da progesterona € o seu papel na estimulacéo da proliferacdo das células
estaminais mamarias, 0 que pode favorecer a acumulacdo de mutagfes nas mesmas,
responsaveis pelas propriedades neoplasicas (Asselin-Labat et al., 2010; Joshi et al., 2010). Foi
demonstrado que a progesterona aumenta a subpopulagéo de células que subexpressam RE-a e
RP, mas que sobreexpressam CKS5, e que podem ser responsaveis pela génese de TM primarios
e de recidivas (Horwitz, Dye, Harrell, Kabos & Sartorius, 2008; Horwitz & Sartorious, 2008).
Além disso, a progesterona, mas nao o estrogénio, nos seus niveis normais parece favorecer a
instabilidade cromossémica e a aneuploidia na auséncia de expressdo do gene TP53 (Goepfert
et al., 2000). Assim, a progesterona também pode aumentar a predisposi¢ao para a ocorréncia
de alteracOes genéticas especificas (Obr & Edwards, 2012). A perda progressiva da expressao
de RP durante o desenvolvimento tumoral invasivo poderd estar associada com a
sobreexpressédo de EGFR e de HER-2, sobre-regulacéo da via PI3BK/AKT/mTOR e com a sua
hiperativacdo induzida por EGF que conduz, posteriormente, a sua downregulation (Daniel et
al., 2007; Creighton et al., 2009; Rimawi et al., 2010). Lange (2008) refere que a progesterona
podera até mesmo sensibilizar as células dos TM para o EGF. Alguns autores referem que a
sobreexpressdo de RP, independente de ligando, podera inibir em certa medida a rapida
progressao dos respetivos TM por impedir a transicdo epitelial-mesenquimal através da
regulacdo de genes envolvidos na inibicdo da inflamacéo, adesdo, migracéo e diferenciacéo
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celular (Jacobsen, Schittone, Richer, & Horwitz, 2005; Hardy, Janowski, Chen & Mendelson,
2008). De facto, uma percentagem consideravel de TM humanos que sobreexpressam RE-o e
subexpressam RP, apresentam uma menor resposta ao tamoxifeno do que os TM que
sobreexpressam ambos os recetores (Hammond et al., 2010; Vuong et al., 2014).

Nos humanos estdo descritas pelo menos trés isoformas de RP: RP-A (769 aa; 94 kDa), RP-B
(933 aa; 114 kDa) e RP-C (667 aa; 60 kDa) (Lange, 2008; GenBank, 2014d). Todas estas
isoformas sdo codificadas pelo gene PGR, que nos humanos se localiza no brago longo do
cromossoma 11, locus 22 e 23, apresenta mais de 90 kilobases e contém 8 ex6es (Engehausen
et al., 2005). Nos felinos, este gene localiza-se no cromossoma D1, apresenta 9 exfes, 0 ARNm
transcrito tem pelo menos 2.681 pb e codifica uma proteina de 827 aa (GenBank, 2014e).

Na espécie humana, as isoformas RP-A e RP-B apresentam idénticos dominios de ligagdo ao
ligando (LBD) e de ligacdo ao ADN (DBD), mas diferem no dominio amino-terminal (NTD)
(no RP-A encontra-se truncado, ou seja, ndo existem os primeiros 164 aa N-terminais nem o
FA-3) (Leeuwen et al., 2000; Aupperlee & Haslam, 2007; Boonyaratanakornkit et al., 2008;
Hammond et al., 2010; Obr & Edwards, 2012). Estas duas isoformas podem formar homo ou
heterodimeros e regular a expressdo de diferentes subconjuntos de genes gque se entrecruzam
nas suas acOes celulares, induzindo o RP-B uma maior atividade de transcricdo (Jacobsen,
Richer, Sartorius & Horwitz, 2003; Hammond et al., 2010; Gracanin et al., 2012). O RP-A
parece localizar-se sobretudo a nivel nuclear e estar basicamente relacionado com o
desenvolvimento e funcdo do Utero e dos ovarios, ao passo que o RP-B localiza-se tanto no
nucleo como no citoplasma e esta associado a inducdo da alveologénese e da proliferacdo do
epitélio mamario normal pela progesterona, especialmente durante a gestacdo (Mulac-Jericevic,
Lydon, DeMayo & Conneely, 2003; Boonyaratanakornkit et al., 2008; Abdel-Hafiz & Horwitz,
2014). O RP-A, supostamente, suprime a atividade do RP-B, por impulsionar a transcricao de
inibidores de c-Src e/ou de MAPK (Boonyaratanakornkit et al., 2008). As fémeas de murganhos
knockout para RP-A sdo inférteis, apresentam alteracBes ovulatérias, auséncia do efeito
antiproliferativo da progesterona sobre o endométrio e alteracdes na regulacdo dos genes
anfirregulina e calcitonina; enquanto as knockout para RP-B demonstram alteragdes na
morfogénese da GM (Mulac-Jericevic et al., 2003). As fun¢des distintas destas duas isoformas
podem dever-se a sua expressao diferencial nos respetivos 6rgdos (Aupperlee & Haslam, 2007;
Lange, 2008). Jacobsen e colaboradores referem que o RP pode regular a transcrigdo de genes
de um modo constitutivo, ou seja, na auséncia de ligando, sobretudo a isoforma RP-A (Jacobsen
et al.,, 2003). O efeito da progesterona na proliferagdo dos TM parece ser mediado,
principalmente, pelo RP-B, talvez por ser esta a isoforma que intervém na sinalizagio

extranuclear do RP e que apresenta o FA-3 (Jacobsen et al., 2003; Gracanin et al., 2012; Obr
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& Edwards, 2012). Contudo, foi demonstrada uma elevada propor¢édo de RP-A face a RP-B em
TM mais agressivos, resistentes a terapéuticas enddcrinas e com mutagdes no gene BRCA-1
(Hopp et al., 2004; Poole et al., 2006). Assim, a resisténcia a terapéuticas enddcrinas pode ser
modulada mediante alteracdes no racio destas duas isoformas (Wargon et al., 2009). A isoforma
RP-C é desprovida de atividade de transcricdo (apresenta o DBD alterado), mas quando
expressa pode potenciar a atividade do RP no desenvolvimento de TM (Lange, 2008; Abdel-
Hafiz & Horwitz, 2014).

Nos felinos, de acordo com Gracanin et al. (2012), o RP também apresenta seis dominios
principais: NTD, dominio de inibic¢do (ID), dominio do FA-1, DBD, dominio de articulacéo (H)
e LBD. No entanto, estes autores observaram diferencas relevantes no segmento B a montante
(BUS; com 164 aa), em relagdo ao seu homélogo humano. Ainda assim, referiram que o FA-3
revela-se intacto no gato e que o DBD e o LBD séo muito semelhantes entre a espécie humana
e felina. Em hiperplasias fibroepiteliais felinas (n=17) detetaram uma imunomarcacao nuclear
e citoplasmética para RP, bem como uma maior expressdo de ARNm de RP (100 vezes
superior), de hormona de crescimento (GH), do recetor de GH (GHR) e de IGF-1 (30 vezes
superior) em comparagdo com carcinomas mamarios felinos (n=5). Por fim, também
observaram a expressdo das isoformas RP-A (80 a 86 kDa) e RP-B (116 a 120 kDa) nas GMF

que analisaram.

3.7.3. Recetor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2

O HER-2 pertence a familia dos recetores de fatores de crescimento epidérmico humano (HER)
com atividade intrinseca de tirosina-quinase, expressos ubiquamente em células epiteliais,
mesenquimais, neuronais e estaminais (Burgess et al. 2003; Ross et al., 2009; Roskoski, 2014;
Russel, 2014). Esta familia de proteinas transmembrandrias inclui 4 tipos de recetores
estruturalmente relacionados que interagem entre si: HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4 (Harari
& Yarden, 2000). Sdo também designados de ErbB, devido ao HER-1 (o primeiro a ser descrito,
em 1978) ser codificado pelo gene homologo do oncogene retroviral responsavel pela
eritroblastose aviaria (v-erbB) (Carpenter, King & Cohen, 1978; Russel, 2014). Estes recetores
localizam-se na superficie celular e sdo compostos por 3 dominios: (1) extracelular glicosilado
(com 4 subdominios: I e 111, ricos em leucina e onde se ligam os respetivos ligandos; e Il e 1V,
ricos em cisteina e envolvidos na regulacdo da dimerizagéo), (2) transmembranar hidrofdbico
e (3) intracelular (com 3 subdominios: um justamembranario, um responsavel pela atividade de
tirosina-quinase e um carboxil-terminal) (Olayioye, Neve, Lane & Hynes, 2000; Burgess et al.
2003; Roskoski, 2014). A sua ativacdo, normalmente, requer pelo menos 3 variaveis: (1) um

ligando, (2) um recetor e (3) um parceiro de dimerizagdo (Ross et al., 2009). Na auséncia de
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ligando, os subdominios Il e IV do dominio extracelular interagem de modo a manter os
subdominios | e Il (de ligacdo ao ligando) distantes um do outro, assumindo o recetor uma
conformagdo designada de “fechada”. Por outro lado, na presenca de ligando ocorre a
aproximacdo dos respetivos subdominios I e I, bem como a separacdo dos subdominios Il e
IV, permitindo que o subdominio Il fique disponivel para o processo de dimerizacdo e
assumindo o recetor uma conformagao designada de “aberta” (Citri & Yarden, 2006). De facto,
o0s recetores quando se ligam a ligandos peptidicos especificos extracelulares, alteram a sua
conformacéo (de “fechada” para “aberta”) de modo a se associarem entre si, formando pares,
atraves do referido mecanismo de dimerizacdo, que desencadeia a transativacdo da
autofosforilacdo de tirosina no dominio intracelular (catalisada pela tirosina-quinase) e,
subsequentemente, induz o recrutamento de proteinas de sinalizacdo intracelular, como p.ex.
proteina 2 ligada ao recetor de fator de crescimento (Grb2), proteina 7 ligada ao recetor de fator
de crescimento (Grb7), fosfolipase C y (PLCy), c-Src e PI3K, responsaveis pela ativagdo de
diferentes cascatas de sinalizacao a jusante (Olayioye et al., 2000; Prenzel, Fischer, Streit, Hart
& Ullrich, 2001; Burgess et al. 2003; Russell, 2014). As principais vias de sinalizacao ativadas
sdo a (1) Ras/MAPK (relacionada sobretudo com a proliferacdo), (2) PI3K/AKT (relacionada
sobretudo com a sobrevivéncia), (3) PLCy/proteina quinase C (PKC), (4) JAK-1/JAK-2/STAT3
e (5) proteina quinase p2l1 ativada (PAK)/proteina quinase 8 ativada pelo mitogénio
(JNK)/proteina quinase quinase 4 ativada pelo mitogénio (JNKK) (Yarden & Sliwkowski,
2001; Ross et al., 2009; Feldman & Yarden, 2014). Todas estas vias estdo, normalmente,
envolvidas na regulacdo de multiplas funcdes celulares, fundamentais para o normal
desenvolvimento bioldgico, como p.ex. angiogénese, crescimento, proliferacdo, diferenciacéo,
resposta imunitaria, mobilidade, adesdo, sobrevivéncia e apoptose celular (Yarden &
Sliwkowski, 2001; Burgess et al. 2003; Santos et al., 2012; Roskoski, 2014). Existem também
evidéncias de que estes recetores sdo translocados para o nucleo, onde promovem muitas das
fungdes citadas (p.ex. impulsionam a transcricdo de ciclina D1 e, consequentemente, a
proliferacdo celular; e de sintase do Oxido nitrico (NOS) que catalisa a formacdo de 6xido
nitrico, interferindo na inflamacéo e na angiogénese) (Lin et al., 2001; Carpenter & Liao, 2009;
Wang & Hung, 2009).

Assim sendo, os recetores desta familia contribuem usualmente para a capacidade de resposta
celular a estimulos externos, nomeadamente na conversdo de sinais extracelulares em sinais
intracelulares, ou seja, na comunica¢do célula-célula e/ou célula-estroma através de um
processo conhecido como transdugdo de sinal, em que os fatores de crescimento/ligandos
externos interferem na transcri¢do interna de varios genes ao promoverem a fosforilagdo ou

desfosforilagéo de proteinas intermediarias transmembranares e intracelulares (Olayioye et al.,
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2000; Ross et al., 2009). Os respetivos ligandos sdo, habitualmente, produzidos como
precursores transmembranares glicosilados inativos, que através de processamento e clivagem
proteolitica (por enzimas designadas, muitas vezes, de sheddases) originam fatores de
crescimento ativos, com 49 a 359 aa e um dominio tipo EGF, mas apenas quando é necessario
incrementar as suas acles (p.ex. durante o desenvolvimento embrionario) (Massague &
Pandiella, 1993; Harris, Chung & Coffey, 2003; Roskoski, 2014). Até ha data, diversos autores
afirmaram que n&o se conhece nenhum ligando com elevada afinidade para o HER-2, mas que
0 mesmo apresenta constantemente o “brago de dimerizagdo” exposto, OU Seja, uma
conformacdo “aberta”, pelo que esta continuamente disponivel para interagir facilmente com
0s outros recetores da sua familia, sendo assim, o parceiro de heterodimerizacgéo preferencial
dos mesmos (Graus-Porta, Beerli, Daly & Hynes, 1997; Russell, 2014). Contudo, recentemente,
Yang, Li e Zhang (2014) referiram que a peptidase D (PEPD) apresenta uma elevada afinidade
para o subdominio Il do dominio extracelular de HER-2 e que suprime a sua sinalizacéo
oncogenica a jusante, inibindo a sintese de ADN, o crescimento, a invaséo e a mobilidade das
células que sobreexpressam HER-2, sendo assim, possivelmente til na terapéutica de TM que
sobreexpressam esta oncoproteina. Todos os restantes membros da familia de HER apresentam
dois ou mais ligandos especificos e, normalmente, quando estdo inativos revelam uma
conformacgdo “fechada”, ou seja, os seus subdominios extracelulares Il estdo inclinados sobre
0s subdominios extracelulares IV por intermédio de ligacdes dissulfureto, impedindo a
exposicdo do “brago de dimerizagdo” até ocorrer a ligacdo dos respetivos ligandos aos
subdominios extracelulares | e 111 (Burgess et al., 2003).

Em relagcdo ao HER-1, este liga-se especificamente a EGF, epigénio (EPG), anfiregulina (AR)
e TGF-a (Olayioye et al., 2000; Burgess et al. 2003; Schneider & Yarden, 2014). Contudo,
também se liga a beta-celulina (BTC), ao EGF de ligacao a heparina (HB-EGF) e a epiregulina
(EPR), que exibem especificidade dual para HER-1 e HER-4 (Olayioye et al., 2000; Roskoski,
2014). As neuregulinas (NRG) 1 e 2 ligam-se a HER-3 e HER-4, ao passo que as NRG 3 e 4
ligam-se apenas a HER-4 (Chang, Riese, Gilbert, Stern & McMahan, 1997; Chang et al., 1997;
Zhang et al., 1997; Harari et al., 1999). Portanto, a maioria dos autores refere que o HER-1
apresenta sete ligandos, o HER-2 nenhum, o HER-3 dois e 0 HER-4 sete (Yarden &
Sliwkowski, 2001; Roskoski, 2014). O HER-3 tem a particularidade de mesmo na presenca dos
seus ligandos ndo apresentar atividade intrinseca de tirosina-quinase eficiente (os seus
homodimeros sofrem autofosforilagdo a uma taxa de 1/1000 em compara¢do com o0s de
HER-1) e, assim, de iniciar a transducdo de sinal praticamente apenas através de
heterodimerizacdo, com outros recetores da sua familia, em especial com o HER-2 (Hsieh &

Moasser, 2007; Lee-Hoeflich et al., 2008; Roskoski, 2014). Os ligandos, geralmente, atuam
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como fatores de crescimento autdcrinos ou paracrinos, com a excepcao de EGF que existe em
varios fluidos corporais (Olayioye et al., 2000). A cooperacdo entre 0s varios ligandos e 0s
HER é essencial na embriogénese, desenvolvimento e diferenciacdo funcional de varios 6rgdos
(Luetteke et al., 1999).

Murganhos knockout para HER-1 revelam letalidade embrionaria ou perinatal e maltiplas
anormalidades, incluindo no cérebro, rim, figado, placenta, pulméao, pele, estbmago, intestino e
GM (deficiente crescimento ductal) (Miettinen et al., 1995; Sibilia & Wagner, 1995; Threadgill
et al., 1995). Murganhos knockout para HER-2 e HER-4 também morrem a meio da gestacéo,
sobretudo devido a malformac6es nas trabéculas do miocardio ventricular, apresentam defeitos
na diferenciacdo I6bulo-alveolar mamaéria e em outros 6rgédos (p.ex. estbmago, intestino, pele,
trato respiratorio, reprodutivo e urinario), bem como uma reducédo da secrecdo proteica do leite
(Press, Cordon-Cardo & Slamon, 1990; Gassmann et al., 1995; Lee et al., 1995; Jones, Welte,
Fu & Stern, 1999). No que diz respeito ao HER-3, murganhos knockout para este recetor
manifestam morte embrionaria relacionada, principalmente, com anormalidades nas valvulas
cardiacas, mas também com alterac6es no cerebelo, células de Schwann, crista neural, pancreas
e estbmago (Riethmacher et al., 1995; Erickson et al., 1997).

Esta familia de quatro recetores transmembranares promove sinalizag¢fes intracelulares muito
diversas, em parte, devido aos seus diferentes ligandos e héa possibilidade de formacédo de 10
tipos de complexos: 4 homodimeros e 6 heterodimeros (Harari & Yarden, 2000). No entanto, 0
HER-1 e 0 HER-4 sdo os Unicos recetores desta familia que podem formar homodimeros ativos
naturalmente, apesar da formacdo de heterodimeros ser muito mais frequente e proporcionar
uma maior amplificacdo e diversificacdo do sinal (Olayioye et al., 1998; Harari et al., 1999;
Harari & Yarden, 2000). O HER-2 e o HER-3 apresentam, inclusivamente, como pré-requisito
para a sua sinalizacao ativa normal a heterodimerizacdo impulsionada pelo ligando, devido ao
HER-2 néo revelar um ligando especifico e ao HER-3 ndo apresentar atividade intrinseca de
tirosina-quinase eficiente, ou seja, apenas podem ser recrutados regularmente como
co-recetores com outro membro HER e na presenca de um respetivo ligando especifico
(Carraway & Cantley, 1994; Klapper et al., 1999). A heterodimerizac¢do que inclui o HER-2,
sobretudo a formada por HER-2 e HER-3, apresenta geralmente uma maior afinidade e um
potencial biologico superior aos complexos formados exclusivamente pelos restantes HER, o
que resulta numa sinalizacdo mais intensa e duradoura (Harari et al., 1999). Cada tipo de
emparelhamento destes recetores impulsiona uma combinacéo diferente de vias de sinalizagéo
que se sobrepdem, pelo que existe um sistema extremamente complexo de sinais intracelulares
(Graus-Porta et al., 1997). A regulacdo da sua ativacdo € muito importante de modo a evitar

sinalizacOes inadequadas que possam conduzir a uma intensa diminui¢cdo da apoptose e a
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excessivos processos de angiogénese, mobilidade e proliferacdo celular (Prenzel et al., 2001).
Assim, normalmente, a sinalizagdo proporcionada por estes recetores e fatores de crescimento
é controlada por diferentes mecanismos, que permitem a sua rapida inativacdo sempre que
necessario (Harari & Yarden, 2000). Entre os mais conhecidos destacam-se os seguintes: (1)
dissociacdo dos complexos recetor-ligando, (2) desfosforilagdo do recetor ativo por fosfatases
e (3) internalizacdo rapida através de vesiculas revestidas por clatrina que se fundem com
endossomas precoces, onde pode ocorrer a sua dissociacdo dos ligandos, reciclagem para a
superficie celular ou a sua destruicdo em lisossomas que se formam a partir de endossomas
tardios (Harari & Yarden, 2000; Prenzel et al., 2001; Roskoski, 2014). A endocitose,
dissociacgdo dos ligandos e degradacéo séo influenciadas pela afinidade e natureza do ligando
(Roskoski, 2014). Ligandos com baixa afinidade para o respetivo HER (p.ex. TGF-a) diminuem
em parte a sua normal regulacdo negativa e a sua degradacédo, pelo que podem potencializar
uma maior sinalizacdo (em termos de intensidade e de duracdo) do que a proporcionada pelos
seus homélogos de elevada afinidade (p.ex. EGF) (Tzahar et al., 1998). O pH também
influencia a afinidade entre o ligando e o recetor: 0 TGF-a ¢ a NRG-1 dissociam-se facilmente
dos seus recetores no pH baixo (5,5-6,0) dos endossomas precoces, 0 que conduz a uma rapida
reciclagem dos recetores e reencaminhamento, subsequente, dos mesmos para a membrana
plasmaética; enquanto o EGF, mesmo nesse pH, permanece ligado a HER-1 ao longo da via
endocitica, o que favorece a sua degradacdo (Waterman, Sabanai, Geiger & Yarden, 1998;
Prenzel et al., 2001; Feldman & Yarden, 2014; Roskoski, 2014). O mecanismo de degradacéo
do HER-1 também tem sido atribuido a ubiquitinacdo desencadeada pela atividade de Cbl
(Levkowitz et al., 1998,1999). O HER-1 ao ser ativado por EGF, sofre fosforilagéo no residuo
de tirosina 1045 do seu terminal carboxilo e recruta Cbl, uma ubiquitina ligase que transfere
moléculas de ubiquitina para o seu substrato, neste caso HER-1, e induz, consequentemente, a
sua degradacdo proteossomal ou lisossomal (Levkowitz et al., 1998,1999). Estes mecanismos
fornecem um nivel extra de controlo, contribuindo para a diversidade e aperfeicoamento de
respostas celulares desencadeadas pela ativagdo dos HER (Roskoski, 2014). Contudo, ainda
assim, podem ocorrer desregulagdes que conduzem a ativagOes excessivas das respetivas vias
de sinalizacdo que, por sua vez, podem resultar em diversas doengas, como p.ex. psoriase,
diabetes, disturbios do sistema nervoso, doencas cardiovasculares, doengas auto-imunes e
cancro (Harari & Yarden, 2000; Prenzel et al., 2001; Roskoski, 2014).

De facto, os recetores desta familia tém sido relacionados com o desenvolvimento de tumores
em varios 6rgdos, incluindo na GM, pulmao, ovario, bexiga, célon, reto, endométrio, eséfago,
estdmago, glandulas salivares, encéfalo, rim, pancreas e prostata (Prenzel et al., 2001; Baker,

Pino & Fidler, 2006; Edwards et al., 2006; Langer et al., 2006; Ejskjaer et al., 2007). A sua
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oncogenicidade esta associada a (1) mutagdes geneticas (que podem induzir a sua producéo e
ativacdo independente de ligando), (2) amplificacdo (a célula contém muitas copias dos genes
que codificam os respetivos recetores), (3) sobreexpressdo (a presenga excessiva de recetores
na superficie celular pode levar a um aumento exagerado da sinalizacdo) e/ou (4) aumento da
producdo de fatores de crescimento (p.ex. fornecidos pelas células normais do microambiente
tumoral) (Slamon et al., 1989; Ménard, Tagliabue, Campiglio & Pupa, 2000; Prenzel et al.,
2001; Hanahan & Weinberg, 2011). Alteragbes ndo relacionadas com estes recetores que
conduzam a uma sobreexpressao e/ou hiperativacdo das proteinas envolvidas nas suas vias de
sinalizacdo a jusante também podem, logicamente, ser oncogénicas (Hanahan & Weinberg,
2011).

Em relacdo as mutagdes genéticas relacionadas com a expressao de HER-2 em TM, Bose et al.
(2013) verificaram que cerca de 1,6% (25/1499) dos pacientes com TM sem amplificacdo de
HER-2/neu, incluidos no seu estudo, apresentaram mutacGes no referido gene. No total,
identificaram 13 mutagdes sométicas em HER-2/neu, sendo 7 delas (G309A, D769H, D769Y,
V777L, P780ins, V842l, e R896C) ativadoras de HER-2, ou seja, com capacidade para ativar a
sinalizacdo de HER-2 a jusante e estimular o crescimento celular ou a oncogénese (Bose et al.,
2013). A mutacdo mais comum (24%; 6/25), a L755S, ndo foi relacionada com a transformacéo
oncogeénica, apesar de induzir resisténcia ao lapatinib (Bose et al., 2013). Todas as mutacGes
foram associadas a sensibilidade ao neratinib (Bose et al., 2013). Estes autores concluiram que
as mutagdes somaticas em HER-2/neu sdo na sua maioria mutacdes “motorista” e sugerem que
as mesmas devem ser consideradas na aplicacéo e desenvolvimento de terapéuticas dirigidas
contra 0 HER-2 (Bose et al., 2013).

A amplificacdo de HER-2/neu estd normalmente correlacionada com a sobreexpressdo de
HER-2 em TM humanos, apesar de existirem casos de sobreexpressdo sem amplificacdo (até
12%) (Slamon et al., 1989; Wolff et al., 2007). Nas células mamarias epiteliais normais existe
uma copia de HER-2/neu em cada cromossoma 17, pelo que devem conter 2 cOpias deste gene,
que habitualmente proporcionam uma expressdo de cerca de 20.000 proteinas HER-2 na
superficie celular (Ross et al., 2009; Russell, 2014). Contudo, 0 aumento progressivo do nimero
destas copias de HER-2/neu pode provocar uma producdo de até cerca de 2 milhGes destes
recetores transmembranares por célula, o que resulta numa divisdo, multiplicagéo e crescimento
celular excessivo que culmina no desenvolvimento tumoral (Russell, 2014). A sobreexpressdo
de HER-2 em humanos surge em cerca de 20 a 30% (recentemente alguns autores referem em
15%; com um intervalo de 9 a 74%) dos casos de TM e esta associada a maior motilidade
celular, a metastizacéo regional e distante progressiva, a maior tamanho tumoral, a elevado grau

de malignidade, a quimiorresisténcia, a aneuploidia, a um elevado indice mitético, a uma maior
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proliferacdo celular, a um aumento da angiogénese, a subexpressdo de RH, a uma reducéo da
apoptose celular, a menores TS e TLD, e, logo, a pior progndstico (Slamon et al., 1987, 1989;
Martinez-Arribas et al., 2005; Wolff et al., 2007; Ross et al., 2009; Patani et al., 2013;
Roskoski, 2014; Russell, 2014). Tal sobreexpresséo revela-se tumorigénica, em parte, devido a
induzir a formacao espontanea de homodimeros e uma ativacao excessiva destes recetores por
autofosforilacdo dos seus residuos de tirosina intracelulares, mesmo na auséncia de ligandos
(Lonardo et al., 1990; Yarden & Sliwkowski, 2001). Por outro lado, a sobreexpressao de
HER-2 aumenta a sua disponibilidade para a formacao de heterodimeros com outros recetores
co-expressos, sobretudo HER-1 e HER-3, na presenca dos respetivos ligandos (Kokai et al.,
1989; Wallasch et al., 1995; Olayioye et al., 2000; Prenzel et al., 2001). Assim, ao existir
sobreexpressdo de HER-2, a ativacdo das vias de sinalizacdo a jusante é significativamente
prolongada e superior a que ocorre em células que manifestam uma expressdo de HER-2
normal, ou seja, conduz a uma hiperativacdo do ciclo celular (p.ex. esta associada a uma
sobreexpresséo de ciclina D) (Karunagaran et al., 1996; Neve et al., 2000). De um modo geral,
a sobreexpressdo deste recetor torna a célula menos suscetivel aos mecanismos de inativagdo
normais por: (1) desacelerar as taxas de dissociacdo de ligandos (eleva a afinidade dos mesmos
aos recetores da sua familia, ou seja, aumenta a estabilidade dos homodimeros e/ou, em
especial, dos heterodimeros que o incluem) (Wada, Qian & Greene, 1990; Karunagaran et al.,
1996); (2) diminuir a sua velocidade de endocitose e reduzir em 3 a 4 vezes a taxa de
internalizacdo de HER-1 (compromete a degradacdo e prolonga a sinalizacdo intracelular; o que
pode estar relacionado com uma menor capacidade de ligacdo a proteinas associadas a clatrina)
(Sorkin, Di Fiore & Carpenter, 1993; Harari & Yarden, 2000); (3) aumentar a taxa de
reciclagem de heterodimeros (que o incluem) para a superficie celular e, ao mesmo tempo, por
reduzir a sua degradacdo lisossomal (Worthylake, Opresko & Wiley, 1999). Portanto, existem
varios mecanismos que promovem uma retencdo prolongada de HER-2 na superficie celular e,
consequentemente, a sinalizacdo excessiva a jusante (Harari & Yarden, 2000). O principal e
mais potente parceiro heterodimérico de HER-2 é o HER-3, que é constitutivamente reciclado
e apresenta uma taxa de internalizacdo/degradacdo muito lenta, mas a associacdo da sua
co-expressao com pior prognéstico ndo tem revelado resultados consistentes (Waterman, Alroy,
Strano, Seger & Yarden, 1999; Harari & Yarden, 2000). Porém, os heterodimeros mais
associados aos tumores mamarios invasivos sao os que incluem HER-1 e HER-2, possivelmente
por conduzirem a uma hiperativacdo intensa autdcrina e/ou paracrina das vias de sinaliza¢éo a
jusante relacionadas com a proliferacdo e crescimento tumoral (Olayioye et al., 2000).

Uma questdo pertinente em Oncologia Mamaria relaciona-se com o facto da invaséo metastatica

dos TM nos linfonodos implicar, aparentemente, uma perda de dependéncia dos respetivos
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ligandos, na medida em que a expressao destes é escassa nos nodulos linfaticos. Harari e Yarden
(2000) justificam esta situagdo atraves de dois mecanismos: (1) ocorréncia de uma variante de
splicing rara de um transcrito de HER-2 com uma delecdo de 16 aa no dominio extracelular,
que € capaz de induzir sua a ativacdo constitutiva e de conduzir a oncogénese; e (2)
transativacdo de HER-1 por vias de transducdo de sinal heterélogas, relacionadas com GPCR,
GHR, recetores de interleucina ou canais de calcio dependentes da voltagem.

O estrogénio suprime a expressdo de HER-2 e vice-versa (Harari & Yarden, 2000). A
administracdo de NRG 1 em varias linhas celulares mamarias revelou uma diminuicdo da
transcricdo de RE (apesar de também ja ter sido observada uma regulacdo positiva transitoria),
enquanto a administragdo de estrogénio conduziu a uma diminuicéo da transcricdo de HER-2
(Pietras et al., 1995; Tang et al., 1996; Harari & Yarden, 2000). Inversamente, a administracéo
de progestinas potencializa a sinalizacao induzida por STAT 5, EGF e por NRG, pelo menos
em células T47D, conduzindo a fosforilacdo da tirosina de Shc e JAK2, e a sobreexpressao de
HER-1, HER-2 e HER-3 (Lange, Richer, Shen & Horwitz, 1998). Contudo, esta
sobreexpressdo é, supostamente, de curta duracdo, na medida em que EGF a longo prazo induz
a subexpressdo de RP, conforme referido anteriormente (Harari & Yarden, 2000). De qualquer
forma, estes dados revelam a alteracdo gradual pela qual os TM passam de uma dependéncia
enddcrina para uma dependéncia de fatores de crescimento (Lange et al., 1998).

O proto-oncogene HER-2/neu em humanos localiza-se no brago longo do cromossoma 17, locus
21 e apresenta 33 exdes (GenBank, 2015a). A oncoproteina HER-2 é constituida por 1.255 aa
e tem um peso molecular de 185 kDa, sendo o péptido de sinalizacdo constituido pelos
primeiros 22 aa, 0 segmento extracelular pelo 23 ao 652 aa, 0 segmento transmembranar pelo
653 ao 675 aa e o segmento intracelular pelo 676 ao 1.255 aa (Roskoski, 2014). O seu
subdominio relacionado com a atividade quinase compreende do 720 ao 987 aa, o local onde
ocorre a fosforilacdo de ativacdo do segmento de tirosina diz respeito ao 877 aa e 0 segmento
final de ativacdo abrange deste o 890 ao 892 aa (Roskoski, 2014).

Muiltiplas tecnologias tém sido utilizadas na detecdo da expressdao de HER-2 em pacientes
oncoldgicos humanos, tanto ao nivel da proteina (HERmark, IHQ, ELISA ou Dot blot), como
do ARNm (qRT-PCR ou Microarray) e/ou do ADN (FISH, hibridizacdo cromogénica in situ -
CISH, hibridizacdo com prata in situ - SISH, prova de amplificacdo multiplex dependente de
ligagdo de sonda - MLPA) (Moelans et al., 2011). Cada uma das diversas técnicas usadas tem
as suas proprias vantagens e desvantagens, ndo existindo nenhuma considerada de “golden
stantard” (Wolff et al., 2007; Moelans et al., 2011). Ainda assim, as mais utilizadas em
contexto clinico sdo a IHQ e a FISH (De Abreu et al., 2013). Alguns estudos comparativos tém

revelado uma boa correlacédo entre estes dois métodos, sendo que as principais discrepancias
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encontradas entre eles (20% no maximo) ocorrem sobretudo nos casos considerados duvidosos
(2+) pela IHQ (Pauletti et al., 2000; Lebeau et al., 2001; Wolff et al., 2007). Na realidade, a
IHQ € a técnica mais utilizada na rotina de avaliagdo de HER-2 em tecidos neoplésicos, por
apresentar algumas vantagens importantes em relacdo a todas ou a algumas das restantes, como
p.ex. exigir uma menor intensidade de trabalho, menores custos com consumiveis, facilidade
de execucdo, permitir analisar um elevado nimero de amostras com uma relativa rapidez e ndo
ser muito influenciada pela heterogeneidade ou percentagem de células tumorais (Moelans et
al., 2011). Ainda assim, apresenta logicamente desvantagens relevantes, como p.ex. ser
semiquantitativa e depender de variaveis pré-analiticas, analiticas e pos-analiticas que refletem,
muitas vezes, uma falta de padronizacdo (Ross et al., 2009; De Abreu et al., 2013). A técnica
de FISH foi aprovada pela FDA em 1998 e baseia-se na utilizacdo de vérias sondas marcadas
com substancias fluorescentes que vao hibridizar com uma parte do gene HER-2/neu e com o
centrbmero do cromossoma 17, respetivamente (Wolff et al., 2007, 2013). Apéds tal
hibridizacéo, as referidas sondas s&o visualizadas através de um microscdpio de fluorescéncia
e 0 numero de copias de HER-2/neu é estimado (Moelans et al., 2011). Considera-se que existe
amplificacdo deste gene quando o racio HER-2/neu /centrémero do cromossoma 17 é superior
a 2,2 (ou quando existe mais do que 6 copias do gene por nucleo) (Wolff et al., 2013). Esta
técnica também pode ser realizada com recurso a sondas dirigidas exclusivamente para o
HER-2/neu. De qualquer modo, a técnica de FISH tem como principais vantagens a sua elevada
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, basear-se num sistema de pontuacdo mais
objetivo, ser um método quantitativo e permitir diferenciar a ocorréncia de amplificacdo da
existéncia de polissomia do cromossoma 17 (muito rara em TM), por poder incluir um controlo
interno ao nivel do centromero (Ross et al., 2009; De Abreu et al., 2013). Contudo, este método
também apresenta desvantagens significativas, como o facto de ser demorado, possibilitar a
ocorréncia de autofluorescéncia e de nucleos sobrepostos, requerer um microscopio de
fluorescéncia e técnicos especializados, apresentar custos relativos elevados, ndo permitir
reconhecer (muitas vezes) a morfologia do tumor, e os Kits e as laminas apresentarem um tempo
de semi-vida limitado (Ross et al., 2009; Moelans et al., 2011). Portanto, ndo é considerado
como um método muito pratico de triagem primaria, pelo que normalmente so é realizado (para
ajudar na decisdo clinica) nos casos com resultados duvidosos fornecidos pela IHQ (Ross et al.,
2009; Moelans et al., 2011; Wolff et al., 2013).

As estratégias terapéuticas atualmente utilizadas em Oncologia Humana e/ou em investigacdo
contra 0s TM que sobreexpressam recetores desta familia estdo direcionadas para (1) 0s seus
ligandos especificos (de modo a impedir a sua respetiva ligagédo e subsequente ativacao das vias

a jusante; ndo se aplica, supostamente, no caso do HER-2), (2) os seus dominios extracelulares
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(para suprimir a atividade do recetor através da sua dimerizacdo ou da fosforilagcdo do seu
dominio de tirosina-quinase), (3) os seus dominios intracelulares (com o objetivo de impedir
diretamente a fosforilagdo do seu dominio de tirosina-quinase e, assim, a sua atividade) e/ou
(4) as principais moléculas envolvidas na sua sinalizacdo a jusante (Prenzel et al., 2001).

Nos felinos, o gene homdlogo de HER-2/neu localiza-se no cromossoma E1, apresenta 28
exdes, 0 ARNm transcrito tem 3.183 pb e codifica uma proteina de 1.260 aa (GenBank, 2015b).
De acordo com De Maria et al. (2005), o fHER-2 revela um dominio de tirosina-quinase
semelhante ao seu homdlogo humano em 92%, ao correspondente de murganho em 88% e ao
de cdo em 94%. O respetivo ARNm demonstrou estar entre 3- a 18 vezes aumentado, sendo
sobreexpresso em 55% dos 16 casos que analisaram e relacionado com a sobreexpresséo de
fHER-2, que foi verificada em 41,6% (15/36) dos carcinomas mamarios que estudaram através
de IHQ (De Maria et al., 2005). Contudo, estes autores, ndo detetaram qualquer amplificacdo
do respetivo gene (De Maria et al., 2005).

No estudo de Winston et al. (2005), foi observada expresséo de fHER-2/neu nos tecidos normais
felinos ao nivel dos foliculos pilosos, GM, epitélio gastrico, glandula salivar, macro6fagos
esplénicos, cortex da adrenal, rins, células de Leydig, colon, intestino delgado, endotélio
cerebral, hepatocitos e pancreas. Estes autores verificaram uma mediana de sobreexpressao de
fHER-2 com recurso ao anticorpo da Dako policlonal e ao CB11 monoclonal de 85% e de
92,5% relativamente aos 30 casos que estudaram, respetivamente (Winston et al., 2005).

No trabalho desenvolvido por Millanta et al. (2005b), foi detetada uma sobreexpressdo de
fHER-2 em 59,6% (28/47) dos casos analisados, sendo a mesma correlacionada
significativamente com menores TS (14,6 meses versus 18,7 meses, p=0,02). Porém, estes
mesmos autores ndo verificaram nenhuma associacdo significativa entre as caracteristicas
clinicopatoldgicas e a sobreexpressdo de fHER-2 nos respetivos TMF (Millanta et al., 2005b).
Ordas et al. (2007), por sua vez, observaram sobreexpressdo de fHER-2 em 40% (12/30) dos
casos de carcinomas mamarios felinos que incluiram no seu estudo e uma associa¢do da mesma
com maior grau de malignidade (p=0,011) e subexpressao de recetores hormonais (p=0,046).
Ao analisarem a possivel amplificagdo de fHER-2/neu nos TMF com imunorreatividade
positiva para o fHER-2, verificaram que a mesma ocorreu em apenas 16,6% (2/12) dos mesmos,
pelo que concluiram que nesta espécie tais tumores ndo estdo associados a amplificacao
genetica (Ordas et al., 2007).

Em 2010, Burrai e colaboradores ao investigarem as lesdes intraepiteliais mamarias felinas
como modelo de estudo para as lesées mamarias humanas que subexpressam RH verificaram

uma sobreexpressdo de fHER-2 em 27% (4/15) das hiperplasias ductais atipicas e em 32%
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(9/28) dos carcinomas nao infiltrativos (in situ) mamarios felinos que estudaram (Burrai et al.,
2010).

Rasotto et al. (2011) verificaram uma incidéncia de sobreexpressao de fHER-2 de 5,5% (4/73)
nos casos de carcinomas mamarios felinos que estudaram, muito discrepante das identificadas
pelos outros autores supra-referidos. A principal justificacdo para este facto esté relacionada
com as varidveis da técnica de IHQ previamente revistas (Wolff et al., 2007; Rasotto et al.,
2011). Né&o verificaram qualquer correlagdo entre a expressdo de fHER-2 e de Ki-67 ou de
TP53, nem com o TS um ano apos a cirurgia (Rasotto et al., 2011). Nas displasias e hiperplasias
mamarias, Rasotto et al. (2011) constataram uma sobreexpressdo de fHER-2 de 6,8% (5/73),
enquanto nos TM benignos de 10% (1/10).

Em 2012, Santos e colaboradores analisaram sequéncias parciais de fHER-2/neu em diferentes
animais com TM, entre 0 exdo 17 e 20 (codificam as regiGes justamembranar exterior,
transmembranar, justamembranar interior e parte do dominio intracelular), tendo verificado 5
variantes de sequéncia (sugeriram que 4 delas podem produzir transcritos alternativos ou ativar
locais de splicing que conduzem a proteinas truncadas) e 6 hapl6tipos (Santos et al., 2012).
Demonstraram uma possivel associacdo entre o tamanho do tumor priméario e o nimero de
massas tumorais com os haplétipos de fHER-2/neu (Santos et al., 2012). Os referidos exdes 17,
18, 19 e 20 mostraram uma similaridade com os homdlogos humanos em 89%, 91%, 93% e
93%, respetivamente, e a proteina parcial codificada pelos mesmos de 93,7% (Santos et al.,
2012).

Em 2013, Soares e colegas observaram uma sobreexpressdo de fHER-2 em 33% (10/30) e em
26,7% (8/30) das amostras de TMF que analisaram com o anticorpo A0485 e com 0 anticorpo
CB11, respetivamente (Soares et al., 2013). Ndo observaram qualquer amplificacdo de
fHER-2/neu ou do homologo felino do gene TOP2a (fTOP2a) (Soares et al., 2013).

Ainda em 2013, Santos e colaboradores estudaram as sequéncias parciais de fHER-2/neu que
compreendem deste os exdes 10 ao 15 (codificam parte do dominio extracelular que é alvo do
trastuzumab), onde observaram 3 variantes de sequéncias genémicas ndo sinénimas (Val47Glu,
His206Pro e Val214Ala) nos TMF, responsaveis possivelmente por danos na estrutura
tridimensional (3D) da proteina (Santos et al., 2013). Estes autores encontraram uma associagao
significativa entre a sobreexpressao do respetivo ARNm e melhor resultado clinico, bem como
niveis de sobreexpressdo de fHER-2 de 47,6% (10/21) com o anticorpo CB11 nos TMF
malignos (Santos et al., 2013). Sugeriram que o fHER-2/neu esteja sujeito a uma regulacéo
pos-transcricional e que as proteinas truncadas ou as mutagdes pontuais também ocorram nos

TMF (Santos et al., 2013). Nao detetaram amplificacdo do gene (Santos et al.,2013).
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3.7.4. Ki-67

A proteina Ki-67 foi descrita pela primeira vez na década de 1980, como um imunomarcador
nuclear ndo-histona, expresso em todas as fases do ciclo celular a excecgdo da fase GO (Gerdes,
Schwab, Lemke & Stein, 1983; Gerdes et al., 1984; Gerdes, 1990; Brown & Gatter, 2002;
Millanta et al., 2002a; Preziosi et al., 2002 Morris et al., 2008). Deste entdo, tornou-se
progressivamente no biomarcador mais utilizado para avaliar a proliferacdo celular em
Oncologia Humana, sobretudo a nivel de investigacdo clinica, de modo a obter-se informacao
prognostica, prever-se e monitorizar-se a resposta terapéutica (Brown & Gatter, 2002;
Yerushalmi, Woods, Ravdin, Hayes & Gelmon, 2010; Dowsett et al., 2011). Esta muito bem
conservado na escala filogenética (Pereira et al., 2004), a sua expressdo aparenta ser
rigorosamente regulada, sendo essencial para a divisdo celular (a remocdo do mesmo atraves
de nucledtidos antisense impede a proliferacdo celular) e codificado pelo gene MKI67 (Schluter
et al., 1993; Brown & Gatter, 2002; Yerushalmi et al., 2010).

MacCallum e Hall (2000) referem que esta proteina exerce, eventualmente, uma funcédo
estrutural e arquitetural especifica no nucléolo, por interacdo complexa com outras proteinas e
ligacdo com o ARN e o ADN. Devido a estar topograficamente localizada numa zona densa de
processamento de ARN ribossomal e correlacionada positivamente com a sintese proteica,
também tem sido associada a sintese de ribossomas durante o processo de divisdo celular
(MacCallum & Hall, 2000; Brown & Gatter, 2002; Yerushalmi et al., 2010).

Nas mulheres com cancro de mama, elevados indices Ki-67 (>14%) tém sido associados a pior
prognostico (Brown & Gatter, 2002; Ellis et al., 2008; Dowsett et al., 2011; Luporsi et al.,
2012; Patani et al., 2013; Vuong et al., 2014) e a melhores respostas a terapéuticas
quimioterapicas (Ellis et al., 2008; Hugh et al., 2009; Penault-Llorca et al., 2009; Yerushalmi
et al., 2010). Nos casos dos subtipos Luminais, o valor do indice Ki-67 ap0s 2 semanas de
terapéutica neoadjuvante enddcrina estd também associado com o progndstico em comparacgéo
com o seu valor pré-terapéutico (Dowsett et al., 2005; Yerushalmi et al., 2010).

Contudo, a falta de padronizagdo de protocolos para a sua avaliacdo tem dificultado a sua
utilizacdo na prética clinica (Luporsi et al., 2012; Polley et al., 2013; Vuong et al., 2014). No
sentido de validar a reprodutibilidade da técnica de IHQ relativamente a este biomarcador,
Dowsett et al. (2011) recomendam a fixag&o das massas tumorais em formol neutro tamponado
a 10% durante 8 a 72 horas, imediatamente ap0s a excisao, e que as sec¢des de tecido ndo sejam
armazenadas a temperatura ambiente por mais de 14 dias, apesar de considerarem que a
respetiva técnica de IHQ para o Ki-67 é robusta e reprodutivel através de uma ampla gama de
tempos de fixacdo. Os mesmos autores referem que a proteina Ki-67 também é tolerante a uma

variedade de protocolos de recuperacdo antigénica, mas recomendam a induzida pelo calor
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através de processamento por microondas, bem como a utilizagdo de controlos positivos (p.ex.
figuras mitdticas) e controlos negativos (Dowsett et al., 2011). Na sua avaliagdo deve ser
considerada a marcacdo nuclear especifica em, pelo menos, trés campos aleatoriamente
selecionados (objetiva de 40x), ndo sendo relevante a intensidade da coloracdo. Devem ser
contadas, no minimo, 500 células malignas invasivas (Dowsett et al., 2011). Ainda assim,
convém ter em atengdo que a intensidade de imunomarcacéo varia conforme a fase do ciclo
celular, sendo méaxima durante a mitose e minima durante G1, e a estimativa do tempo de semi-
vida da proteina Ki-67 situa-se entre os 60 e os 90 minutos (Urruticoechea, Smith & Dowsett,
2005). O valor do indice Ki-67 ¢é apresentado como percentagem de células com nucleos
corados positivamente entre o nimero total de células analisado, sendo considerada uma
variavel continua (Dowsett et al., 2011). Goldhirsch et al. (2011) consideram que é elevado a
partir de 14%, sendo este o valor limiar que permite distinguir, inclusivamente, o subtipo
Luminal A do subtipo Luminal B.

No tecido mamario normal humano, a expressdo de Ki-67 é geralmente baixa (<3%), sobretudo
nas células que sobreexpressam RE-a (Clarke, Howell, Potten & Anderson, 1997; Yerushalmi
et al., 2010; Inwald et al., 2013). Por outro lado, nos TM humanos ocorre um aumento
progressivo do indice Ki-67 com a evolucdo neoplasica, sendo o mesmo correlacionado com o
aumento do grau de malignidade, metastizagdo regional, permeacdo vascular, maiores
tamanhos tumorais, subexpresséo de Bcl-2 e de RE-a, sobreexpressao de TP53 e de HER-2,
maior risco de recidivas, curtos TS e menores TLD (Lehr et al., 1999; Shoker et al., 1999;
Bottini et al., 2001; Inwald et al., 2013; Patani et al., 2013). Contudo, a sua avaliacdo individual
ndo permite diferenciar lesdes tumorais benignas de malignas (Brown & Gatter, 2002).

O gene MKI67 humano localiza-se no brago longo do cromossoma 10, locus 26.2, divide-se em
16 ex0es e codifica uma proteina de 3.256 aa, com um peso molecular de aproximadamente
395 kDa (existe uma isoforma de 345 kDa) (Gerdes et al., 1983; Schluter et al., 1993; Brown
& Gatter, 2002; Yerushalmi et al., 2010). Nos felinos, o seu homoélogo localiza-se no
cromossoma D2, apresenta 14 exfes e 0 ARNm respetivo codifica uma proteina com, pelo
menos, 2.266 aa (GenBank, 2015c).

Os estudos acerca da expressdo de Ki-67 nos TMF apresentam resultados controversos.
Castagnaro et al. (1998b) identificaram uma associacdo estatisticamente significativa entre
indices Ki-67 < 25,2% e TS mais longos (n=48), ao passo que Millanta et al. (2002a) e Preziosi
et al. (2002) néo verificaram qualquer associagdo do mesmo com o progndstico dos felinos com
TM que acompanharam (n=48 e n=33, respetivamente). Mais recentemente, Seixas et al. (2011)
demonstraram que o indice Ki-67 pode revelar valor prognostico independente em relacdo ao

TS, mas ndo no que diz respeito ao TLD (n=64). O TS médio dos casos que acompanharam
115



com indices Ki-67 > 36,1% foi de 7 meses, enquanto os casos com indices Ki-67 < 36,1%

apresentaram um TS médio de 14 meses.
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4. Classificacdo Molecular de Tumores Mamarios Felinos

4.1. Objetivos de investigacao

O principal objetivo foi o estudo da importancia da Classificagdo Molecular dos Tumores

Mamarios Felinos na sua avaliagdo clinica. Como referido anteriormente, estes tumores

carecem de uma classificacdo com elevado valor prognostico e preditivo, que permita prever o

tempo de sobrevivéncia do animal e a eventual resposta do mesmo a terapéutica. O reduzido

numero de estudos que analisaram a Classificacdo Molecular de Tumores Mamarios na espécie

Felina, justifica a investigacdo que aqui se apresenta. Os objetivos especificos delineados foram

0S seguintes:

1.
2.

Executar a Classificacdo Molecular de TMF primarios;

Efetuar a Classificacdo Molecular de metastases regionais e distantes de TMF;
Analisar a homogeneidade molecular existente entre os diferentes TMF primarios
presentes no mesmo animal;

Pesquisar a concordancia existente entre o fendtipo molecular dos TMF primarios e das
suas metastases;

Determinar se existe associacao entre as caracteristicas clinicopatoldgicas e os subtipos
moleculares dos TMF;

Avaliar o valor progndstico da Classificacdo Molecular, bem como perspetivar a sua
eventual aplicacdo futura no diagnoéstico e na terapéutica;

Investigar a importancia e o significado biolégico de outros possiveis fatores

prognasticos.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Amostras tumorais

No presente estudo foram analisadas 80 massas de 21 felinos diagnosticados com carcinomas
mamarios, seguidos em duas Clinicas Veterinarias privadas da area de Lisboa e no Hospital
Escolar da FMV-UL, entre 18 de margo de 2009 e 31 de janeiro de 2015.

As lesdes foram obtidas por exérese cirurgica (lumpectomia, mastectomia unilateral ou
bilateral; n=20) e/ou por necropsia (n=3), sujeitas a um tempo de fixacdo entre as 24 e as 48
horas, em formol neutro tamponado a 10%, e enviadas para o Laboratério de Anatomia
Patolégica da FMV-UL. Neste laboratério, procedeu-se a sua selecdo macroscépica,
desidratagéo, clareamento, inclusdo em blocos de parafina e corte em sec¢bes de 3 pum de
espessura. Para cada amostra, uma das sec¢bes foi submetida a uma coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE) para posterior exame histopatolégico e as restantes seguiram o
procedimento habitual para a realizacdo da técnica de IHQ.

A informagcdo clinica foi registada por rotina, nomeadamente a raga, o sexo, a idade, o estado
reprodutivo, o uso de contracetivos, a técnica cirurgica efetuada, a realizacdo de quimioterapia

e as caracteristicas gerais das lesdes tumorais (nUmero, tamanho e localizacéo).

4.2.2. Estudo histopatoldgico

A classificacdo histoldgica dos tumores foi realizada por um Médico-Veterinario Patologista,
com experiéncia em Oncologia Mamaria Felina, de acordo com os critérios publicados pela
Organizacdo Mundial de Saude para os TMF (Misdorp et al., 1999). Nos animais com multiplas
neoplasias, o tipo histoldgico geral foi definido com base na anélise da lesdo com caracteristicas
histologicas mais agressivas (de grau de malignidade mais elevado e de estadio mais avancado).
O grau de malignidade foi determinado segundo a adaptacdo do método de Scarff-Bloom-
Richardson publicada por Elston e Ellis (1998), que utiliza um sistema numérico de 1 a 3 para
avaliar o pleomorfismo nuclear, a formacéo de tabulos e o nimero de mitoses, que quando
somado permite categorizar os tumores em baixo grau de malignidade (grau I; se 3, 4 ou 5),
moderado grau de malignidade (grau Il; se 6 ou 7) ou elevado grau de malignidade (grau Ill; se
8ou9).

A informagao relativa a presenca ou auséncia de necrose intra-tumoral, de permeagao vascular e de
metastizacdo também foi registada, bem como o estadio do tumor, que foi determinado através do
sistema TNM adaptado aos TMF, tendo em consideragdo o nddulo de maior didmetro no caso dos

felinos com mais do que uma lesao tumoral (Lana et al., 2007).

118



4.2.3. Estudo imunohistoquimico

No estudo IHQ, dois Médicos-Veterinarios selecionaram as zonas mais representativas das
lesbes tumorais, a partir da observacdo ao microscépico das laminas utilizadas na analise
histopatoldgica, evitando sempre que possivel areas de necrose, inflamacdo e/ou de muito
tecido ndo neoplasico. Estas mesmas zonas de tecido tumoral foram isoladas perfurando
ligeiramente, com o auxilio de um biétomo (de 8, 6 ou 4 mm de didmetro), o limite da &rea
respetiva no bloco de parafina correspondente. Tal tornou possivel que ao realizarem-se 0s
cortes em seccOes de 3 um de espessura com recurso a um micrétomo, se obtivessem amostras
circulares exclusivamente do tecido selecionado. Posteriormente, estas amostras foram
colocadas em laminas (SuperFrost® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA e/ou
Starfrost® Knittel Glaser, Braunschweig, Germany) e incubadas numa estufa a 60 °C durante
uma hora (para uma correta adesdo e secagem).

Entdo, quatro seccdes consecutivas de cada amostra tumoral foram submetidas a protocolos de
IHQ para avaliar a expressdo de RP, RE-o, HER-2 e determinar o indice de Ki-67, utilizando
0s anticorpos indicados na tabela 5. A especificidade destes anticorpos em TMF foi confirmada
previamente pela Doutora Maria Jodo Soares, bem como a diluicdo e o tratamento térmico mais

adequados para a recuperacdo antigénica.

Tabela 5 — Anticorpos primarios utilizados e protocolos de imunohistoquimica realizados.

An_tlcgrpo Clone Tipo Origem Diluicéo _Tempo Eie Recuperagéo antigénica
primario incubacéo
Monoclonal Ventana, Tucson Banho-Maria a 95°C durante
Anti-RP 1E2 ' ! PD 16ha4°C 60’ em solugdo de tampdo

de coelho EUA citrato (pH 6.0)

Monoclonal Thermo Scientific,

. (o]
de murganho Rockford, EUA 1:100 16ha4°C

Anti-RE-a 6F11

Monoclonal Invitrogen, Panela de pressdo (2 atm, 2”)
Anti-HER-2  CB1l ‘r’norc Onﬁ Carlsbad, CA, 1:200 16ha4°C com solucio de tampdo
€ murganno EUA citrato (pH 6.0)

Thermo Scientific,

Rockford, EUA 1:500 60"

Anti-Ki-67 Policlonal de coelho

EUA: Estados Unidos da América; RU: Reino Unido; PD: Pré-diluido.

Os protocolos de IHQ iniciaram-se com a desparafinacéo e reidratacdo dos cortes histoldgicos
a temperatura ambiente (20-25°C), através de passagens por xilol, por solucdes de alcool com
concentragfes decrescentes (100%, 95%, e 70%) e de lavagens em &gua desionizada ou
destilada. De seguida, procedeu-se a recuperacdo do antigénio, com uma solugdo de tampdao
citrato (pH 6.0) em banho-maria a 95°C, durante 60 minutos, ou em panela de pressdo a 2
atmosferas, durante 2 minutos, conforme o anticorpo primario utilizado (tabela 5). Os cortes
arrefeceram durante 20 a 30 minutos e efetuaram-se lavagens com tampéo fosfato salino (PBS).

Depois, a periferia das amostras foi marcada com uma caneta hidrofébica especifica para IHQ
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(Dako Pen®), efetuou-se o bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio a 3%
(Novocastra Peroxidase Block®), durante 8 minutos e uma nova lavagem com PBS.
Posteriormente, aplicou-se o reagente de bloqueio de proteinas (Novocastra Protein Block ®)
sobre o tecido alvo, deixou-se a incubar durante 5 minutos e lavou-se novamente com PBS.
Realizou-se a incubacdo com o respetivo anticorpo primario, respeitando os tempos indicados
na tabela 5 e procedeu-se a lavagem com PBS. Ent&o, incubou-se com o blogqueio pds-primério
(Novocastra Post Primary Block®) durante 30 minutos, lavou-se com PBS, incubou-se com
anticorpo secundario (Novocastra Novolink Polymer®) também durante 30 minutos e lavou-se
pela Gltima vez com PBS. Aplicou-se o cromogéneo (3,3’-diaminobenzidina-tetrahidroclorido),
recorrendo a solucéo de trabalho com DAB Chromogen® concentrado e DAB Substrate Buffer®,
incubou-se com a amostra durante 10 minutos e lavou-se com &gua destilada. Como uGltimas
etapas, realizou-se a coloragdo com hematoxilina de Mayer, lavou-se hovamente com agua
destilada, passou-se por &gua morna corrente, desidratou-se (em solucdes de alcool com
concentragdes crescentes: 70%, 95% e 100%), colocou-se em xilol e aplicou-se uma lamela
com Entellan® em cada lamina. Entre os sucessivos passos limpou-se o bordo da lamina para
se retirar o excesso de PBS, de 4gua destilada ou de outros reagentes.

Para cada protocolo, utilizaram-se controlos positivos e negativos, com o intuito de avaliar a
especificidade e sensibilidade da técnica. Como controlos positivos, usaram-se amostras de
tecidos em que a imunorreatividade para os antigénios respetivos tinha sido demonstrada
previamente, nomeadamente Gtero felino no estudo da expresséo de RP e RE-a, de carcinoma
mamario humano na analise da reatividade de HER-2 e de amigdala de cdo na determinacédo do
indice Ki-67. Como controlos negativos, utilizaram-se 0s mesmos cortes dos tumores mamarios

felinos submetidos a imunohistoquimica, sendo o anticorpo primario substituido por PBS.

4.2.4. Critérios de avaliacdo da imunorreatividade

A classificagdo da imunoexpressao dos RP, RE-a e HER-2 foi efetuada de acordo com as
recomendacdes publicadas, recentemente, pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica e
pelo Colégio Americano de Patologistas (Hammond et al., 2010; Wolf et al., 2013).

Assim, realizou-se uma avaliagdo semi-quantitativa da imunorreatividade de RP e de RE-aq,
com base na adaptacdo do método proposto por Allred, recorrendo a escalas numéricas de 0 a
3 para avaliar a intensidade de marcacao nuclear (0, ausente; 1, fraca; 2, moderada; 3, forte) e
de 0 a 5 para estimar a percentagem de células marcadas (0, nenhuma; 1, menos de 1%; 2, 1 a
10%; 3, 10 a 33%; 4, 33 a 66%); 5, mais de 66%). A soma da pontuacdo destas duas escalas (0
a 8) permitiu considerar as amostras tumorais individualmente como positivas, quando maior

ou igual a 3, ou como negativas quando menor do que 3 (Hammond et al., 2010).
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Para avaliar a imunoexpressdo de HER-2 analisou-se a intensidade, a extensdo da coloracéo e
a percentagem de células marcadas ao nivel da membrana plasmatica, de acordo com o
algoritmo referido na tabela 6 (Wolff et al., 2013). As classificagdes “2+” e “3+” foram

consideradas positivas.

Tabela 6 — Critérios de avaliacéo da expressdo de HER-2 por imunohistoquimica (adaptado de Wolff
etal., 2013).

Imunomarcacéo do HER-2 Graduagéo Resultado

Sem marcagdo observada; ou
Marcacdo membranar incompleta, fraca/quase impercetivel e em 0 Negativo
até 10% das células tumorais

Marcacdo membranar incompleta, fraca/quase impercetivel e em

- , . 1+ Negativo
mais de 10% das células tumorais 9
Marcacdo membranar completa, ndo uniforme ou de moderada
intensidade e em mais de 10% das células tumorais; ou ot Positivo
Marcacdo membranar completa, uniforme, intensa e em menos de
10% das células tumorais
Marcacdo membranar completa, uniforme, intensa e em mais de .

3+ Positivo

10% das células tumorais

A imunorreatividade do marcador de proliferacdo celular Ki-67 foi classificada segundo as
diretrizes do Grupo Internacional de Estudo do Ki-67 no Cancro de Mama (Dowsett et al.,
2011). Assim, foi considerada positiva quando ocorria no ndcleo, independentemente da
intensidade de marcacdo. Para a sua quantificacdo calculou-se a percentagem de células
tumorais marcadas positivamente com o anticorpo anti-Ki-67, através da contagem do nimero
de células com marcacdo nuclear em 1000 células neoplasicas, identificadas por critérios
morfolégicos, em pelo menos 3 campos de grande ampliacdo (Yerushalmi et al., 2010; Dowsett
etal., 2011). Na execucdo de tal contagem recorreu-se ao software de processamento e analise
de imagens ImageJ® (Wayne Rasband, Instituto Nacional de Satde Mental, EUA). A relacgéo
percentual obtida designou-se como indice de proliferacdo celular ou, simplesmente, indice
Ki-67 (Dowsett et al., 2011).

Na avaliacdo da imunoexpressdo destes 4 marcadores proteicos, considerou-se a marcagao
citoplasmatica como ndo especifica. Todas as classificagdes foram feitas por dois observadores
de forma independente e sem conhecimento prévio das caracteristicas (clinicas, patoldgicas ou
moleculares) dos respetivos casos, sendo os resultados discordantes analisados e discutidos

utilizando um microscopio multiocular.
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4.2.5. Critérios de classificagdo molecular

A aplicacéo do presente painel de imunomarcadores permitiu classificar as amostras tumorais

em quatro subtipos moleculares de acordo com o algoritmo representado na Figura 14, que se

baseia nos seguintes critérios apresentados no Consenso de St. Gallen de 2011 (Goldhirsch et

al., 2011):

= Luminal A - RP* e/ou RE-a", HER-2" e indice Ki67 <14%;

=uminal B - RP" e/ou RE-0*, HER-2" e indice Ki-67 > 14% ou RP" e/ou RE*, HER-2" e
qualquer valor de indice Ki-67,;

= HER-2 positivo - RP", RE-o” e HER-2%;

= Triplo Negativo - RP", RE-a” e HER-2".

Nos casos clinicos que apresentavam tumores primarios com um perfil molecular discordante,

o fenotipo molecular geral foi determinado com base no subtipo molecular da amostra tumoral

gue apresentava maior agressividade bioldgica (grau de malignidade mais elevado, estadio mais

avancado e maior indice Ki-67).

Figura 14 — Algoritmo de Classificacdo Molecular dos Tumores Mamarios
(adaptado de Goldhirsch et al., 2011).

RP e¢/ou RE-a RP e RE-a

+ -
HER-2 HER-2
- +/- + -
Luminal A || Luminal B HER-2 Triplo

positivo Negativo

Ki-67<14% Ki-67>14%
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4.2.6. Analise de sobrevivéncia

Os 21 felinos com TM malignos incluidos neste estudo foram submetidos a um
acompanhamento médico entre 18 de mar¢o de 2009 e 31 de janeiro de 2015. No entanto, a
informacdo completa da historia pregressa e clinica s6 foi possivel obter-se em 17 destes
animais, através dos Médicos Veterinarios responsaveis e/ou por contacto telefonico com o
proprietario.

Na anélise dos seus tempos de sobrevivéncia tiveram-se em consideragdo os pressupostos de
que todos os casos observados revelassem um prognostico individual semelhante ao longo do
tempo de investigacdo (p.ex. que ndo fossem expostos a situacBes externas andmalas ou que
ndo padecessem de outras doencas que afetassem significativamente o seu estado de saude) e
que a probabilidade de sobrevivéncia fosse semelhante entre os casos recrutados no inicio e no
fim do estudo (p.ex. que ndo fossem detetados em fases distintas — muito mais precoces ou
tardias — da doenca e que nenhum caso beneficiasse de um avanco cientifico que ndo existisse
no inicio do estudo), de modo a melhorar a viabilidade e a reprodutibilidade dos resultados
(Teixeira, Faerstein & Latorre, 2002; Clark, Bradburn, Love & Altman, 2003; Bland & Altman,
2004; Rebasa, 2005; Botelho, Silva & Cruz, 2009; Matos et al., 2012).

Assim, excluiram-se necessariamente desta analise os quatro felinos que ndo apresentavam
registos da sua historia clinica completa (um de que néo se tinha conhecimento da data da sua
morte nem da ultima observacdo, dois de que se desconhecia quando tinham sido
diagnosticados com TM — um deles s6 foi acompanhado a partir do momento em que teve
recidivas e o outro so foi sujeito a necrépsia — e um que faleceu logo apds a cirurgia sem se ter
conhecimento de dados clinicos relevantes), um caso que tinha sido diagnosticado com um
outro tipo de tumor primario e sujeito a terapéutica cirurgica respetiva, e, por fim, um felino
que tinha sido diagnosticado com TM numa fase da doenca mais tardia quando comparado com
0s restantes e de que existiam sérias suspeitas de ter caido de um sexto-andar, bem como de ter
desenvolvido piémetra no decorrer do estudo (Figura 15). No total, a analise de sobrevivéncia
incluiu 15 felinos com TM que cumpriam as pressuposi¢cdes acima referidas.

O TS foi definido como o intervalo de tempo em meses decorrido entre a data da primeira
exérese cirdrgica de TM e a data do falecimento/eutanasia por cancro mamario ou da ultima
observacao. O TLD foi determinado pelo intervalo de tempo em meses que passou deste a data
da primeira exérese cirurgica de TM até a data de aparecimento de recidiva e/ou de

sintomatologia clinica de metastizacdo ou da morte do animal ou da Ultima observacao.
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Figura 15 — Organograma dos casos clinicos do estudo incluidos e excluidos da anélise de
sobrevivéncia.
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4.2.7. Andlise estatistica

Recorreu-se ao teste exato de Fisher e/ou ao método de Monte Carlo para analisar
estatisticamente as associacdes existentes entre os subtipos moleculares dos TM e as variaveis
categoricas: raca; idade; numero de GM afetadas; nUmero de massas tumorais; tamanho médio
das massas tumorais; tamanho da massa tumoral de maior didmetro; localizagdo tumoral,
realizacdo de OVH; administracdo de contracetivos; técnica cirdrgica efetuada; realizacdo de
quimioterapia; tipo histologico; grau de malignidade; estadio do tumor; necrose tumoral;
permeacdo vascular por células neoplasicas; metastizacdo regional e/ou distante; indice de
Ki-67; concordancia do perfil molecular entre os diferentes tumores mamarios, entre o tumor
primario e as metastases regionais, e entre o0 tumor primario e as metéastases distantes de cada
animal (Mardco, 2010). Os resultados destas varidveis foram expressos, quando apropriado,
sob a forma de médiatdesvio padrdo (Lunet, Severo & Barros, 2006).

Para determinar o valor prognéstico das diferentes variaveis foi efetuada uma analise de
sobrevivéncia univariada através do método de Kaplan-Meyer. Nesta analise, as variaveis
dependentes de interesse foram 0 TS e 0 TLD. A comparacdo estatistica das curvas de sobrevida
foi realizada mediante o teste de Log-rank. Os TS e TLD foram expressos, quando apropriado,
sob a forma de médiazterro padrdo (Lunet et al., 2006).

O valor de prova (p) considerado suficientemente baixo para poder menosprezar eventuais erros
aleatorios e assim considerar os resultados como “estatisticamente significativos”, foi
designado < 0,05 (Botelho et al., 2008).

Os programas estatisticos utilizados foram o PASW® Statistics (ex-SPSS), verséo 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, EUA) e o R®, versdo 3.0.2 (Foundation for Statistical Computing, Viena,
Austria).
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4.3. Resultados

4.3.1. Caracteristicas clinicopatoldgicas

A raca mais prevalente nos 21 felinos analisados foi a Europeu Comum (n=17; 81%), seguida
da Siamesa (n=2; 9,5%) e da Bosque da Noruega (n=1; 4,75%). Num caso, a raca nao foi
identificada (n=1; 4,75%). Todos os felinos eram do sexo feminino (n=21; 100%), sendo que
10 (47,6%) deles tinham realizado OVH depois de um ano de idade e antes do desenvolvimento
de TM, 3 (14,3%) no momento da mastectomia, 1 (4,75%) apos a realizacao da mastectomia, 6
(28,6%) ndo tinham sido submetidos a OVH e 1 (4,75%) apresentava um estado reprodutivo
indeterminado. A prévia administracéo de contracetivos foi confirmada em 11 (52,4%) casos.
A idade média no momento do diagnostico de TM foi de 11,48+3,219 anos (mediana=11 anos;
intervalo entre 5-17 anos de idade). As gatas das racas Siamesa e Bosque da Noruega tinham
(as trés) 11 anos de idade quando foram diagnosticadas com TM. Os 10 animais que foram
submetidos a OVH antes de apresentarem TM tinham uma idade média de 12+3,559 anos
(mediana=11,5 anos; intervalo entre 8-17 anos de idade) quando desenvolveram as referidas
neoplasias. A idade média em que estes animais realizaram a OVH foi de 3,5+2,6 anos
(mediana=2 anos; intervalo entre 2-8 anos de idade). Os 9 animais que ndo realizaram OVH
antes de desenvolverem TM tinham uma idade média de 10,78+3,232 anos (mediana=11 anos;
intervalo entre 5-14 anos) no momento do diagnostico.

No total, foram detetadas e analisadas 52 (65%) massas tumorais (2 (4%) tumores benignos e
50 (96%) tumores malignos) e 5 (6,25%) lesdes nao tumorais (ectasias ductais) nas GM (tabela
7), e 23 (28,75%) metastases (12 (52%) regionais, presentes em 7 casos; e 11 (48%) distantes,
presentes em 3 casos). Os TMF malignos representaram 87,7% (50/57) das lesGes presentes nas
GM. Ambas as cadeias mamarias apresentavam neoplasias em 8 (38,1%) casos, sendo que em
7 (33,3%) casos apenas a cadeia mamaria direita evidenciava tumores e em 6 (28,6%) casos
somente a cadeia mamaria esquerda estava envolvida, aquando do momento do diagndstico de
TM. No final do periodo de acompanhamento clinico, 16 (76,2%) casos tinham desenvolvido
tumores em ambas as cadeias mamarias, 3 (14,3%) casos apenas na cadeia mamaria direita e 2
(9,5%) casos exclusivamente na cadeia mamaria esquerda. A média de GM afetadas foi
2,81+1,167 (mediana=2 GM afetadas; intervalo entre 1-5 GM afetadas), sendo que 10 (47,6%)
casos apresentaram neoplasias em 2 GM e 10 (47,6%) casos revelaram mais do que 2 GM com
lesdes tumorais. Os felinos manifestaram neoplasias mais frequentemente nas GM inguinais
(n=15; 71,4%) e nas abdominais posteriores (n=13; 61,9%), e menos comumente nas
abdominais anteriores (n=10; 47,6%) e nas toracicas (n=8; 38,1%). De facto, nas GM

abdominais posteriores e inguinais observaram-se 33 (63,5%) das 52 massas tumorais presentes
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nas GM. A maioria dos animais apresentou mais do que uma massa tumoral no momento do
diagndstico de TM (n=15; 71,4%), com uma média de 2,20+1,105 massas tumorais (mediana=2
massas tumorais; intervalo entre 1-5 massas tumorais), sendo que no final do estudo todos
manifestaram mais do que uma massa tumoral (n=21; 100%), com uma media de 3,52+2,228
massas tumorais (mediana=3 massas tumorais; intervalo entre 2-12 massas tumorais). O
didmetro médio das massas neoplésicas foi de 2,109+1,377 cm (mediana=1,77 cm; intervalo
entre 0,3-5,5 cm). Os 2 nodulos benignos apresentaram um didmetro de 0,3 e 0,2 cm,
respetivamente. As 5 lesdes ndo tumorais (ectasias ductais) revelaram um diametro médio de
0,725+0,425 cm (mediana=0,3 cm; intervalo entre 0,3-2 cm).

No momento do diagnéstico, 12 (57,1%) casos ndo manifestavam metastases, 1 (4,75%) caso
(em que foi realizada apenas a necropsia) revelava metéstases regionais e distantes, 6 (28,6%)
casos apresentavam metastases regionais e em 2 (9,25%) casos ndo se obteve tal informacéo.
No final do estudo, 4 (19,05%) casos apresentavam metastases regionais, 9 (42,86%) casos
revelavam metastases regionais e distantes, 5 (23,8%) casos ndo manifestavam incidéncia de
metastases e em 3 (14,3%) casos ndo se obteve tal informacdo. Foram analisadas as metastases
regionais de 7 (33,3%) casos e as metastases distantes de 3 (14,3%) casos, como anteriormente
referido.

A exérese cirtrgica dos respetivos TM foi realizada em 20 (95,25%) casos, a0 passo que num
caso foi apenas efetuada a necrdpsia. A técnica cirurgica mais utilizada foi a mastectomia
bilateral (n=10; 50%), realizada mediante uma unica cirurgia (n=5; 25%) ou através de duas
cirurgias (n=5; 25%), seguida da unilateral e lumpectomia contralateral (n=4; 20%), unilateral
direita (n=3; 15%), unilateral esquerda (n=2; 10%) e lumpectomia (n=1; 5%). A quimioterapia
adjuvante com doxorrubicina (25 mg/m?, administrada lentamente por via intravenosa cada 3
semanas) foi realizada em 4 (20%) casos. A administracdo da mesma foi iniciada em todos 0s
casos, aproximadamente, 1 més depois da cirurgia, sendo que 3 (15%) casos realizaram 4
sessOes de quimioterapia e 1 (5%) caso completou 5 sessdes.

O subtipo histoldgico mais comum nas 57 massas mamarias analisadas foi o tubulo-papilifero
(n=23; 40,3%), seguido do sélido (n=13; 22,8%) e do cribiforme (n=7; 12,3%), conforme
representado na tabela 7. A classificacdo histologica das diferentes massas neoplésicas
presentes no mesmo animal foi concordante em 8 (38,1%) casos. O grau de malignidade foi
avaliado e registado em 47 TM malignos. Observaram-se 29 (61,7%) massas neoplasicas de
elevado grau de malignidade, 9 (19,15%) de grau de malignidade intermédio e 9 (19,15%) de
baixo grau de malignidade. Todos os tumores do subtipo histoldgico sélido (100%) e mucinoso
(100%), 4 (57,14%) do subtipo cribiforme e 9 (39,13%) do subtipo tubulo-papilifero
manifestaram elevado grau de malignidade. As restantes 3 (42,86%) neoplasias do subtipo

126



cribiforme e 6 (26,09%) do subtipo tubulo-papilifero apresentaram grau de malignidade
intermédio, enquanto 8 (34,78%) tumores do subtipo tubulo-papilifero demonstraram baixo
grau de malignidade. As distintas neoplasias malignas existentes em cada animal apresentaram

grau de malignidade concordante em 10 (47,6%) casos.

Tabela 7 — Subtipos histolégicos das massas mamaérias analisadas.

Subtipo histoldgico Frequéncia [n (%)]
LesBes ndo tumorais
Ectasias ductais 5 (8,8%)
Tumores benignos
Adenoma simples 2 (3,5%)
Tumores malignos
Carcinoma ndo infiltrativo (in situ) 3 (5,3%)
Carcinoma ttbulo-papilifero 23 (40,3%)
Carcinoma solido 13 (22,8%)
Carcinoma cribiforme 7 (12,3%)
Carcinoma mucinoso 3 (5,3%)
Carcinossarcoma 1(1,7%)

Ao considerarem-se 0s subtipos histologicos e os graus de malignidade gerais de cada animal,
definidos com base na analise da lesdo com caracteristicas mais agressivas, verificou-se que 0s
subtipos mais prevalentes foram o tubulo-papilifero (n=10; 41,6%) e o sélido (n=7; 33,3%), e
gue a maioria dos casos apresentava elevado grau de malignidade (n=17; 81%). A presenca de
necrose foi observada em 14 casos (66,7%) e a permeacdo vascular em 6 casos (28,6%). A
maioria dos animais manifestou recidivas de TM (n=14; 66,7%). O estadio TNM mais frequente
no inicio do estudo foi o 111 (n=10; 47,6%), seguido do Il e do | (ambos n=5; 23,8%) e, por fim,
do IV (n=1; 4,75%; caso apenas sujeito a necrdpsia). O estadio TNM mais frequente no final
do estudo foi também o Il (n=8; 38,1%), seguido do Il (n=6; 28,6%), | (n=4; 19%) e IV (n=3;
14,3%).

4.3.2. Caracteristicas imunofenotipicas

Os anticorpos anti-RP, anti-RE-a e anti-Ki-67 revelaram marcagao nuclear especifica, enquanto
0 anticorpo anti-HER-2 mostrou marcacdo membranar especifica, tendo ocorrido a esperada
imunorreatividade cruzada interespécie. Os controlos positivos e negativos apresentaram as
imunomarcagoes previstas.

A partir da avaliacdo destas respetivas marcagdes foi possivel aferir a imunoexpressdo de RP,
RE-a, HER-2 e Ki-67 nas 5 lesdes ndo tumorais (ectasias ductais), nos 2 TM benignos, nos 50

TM malignos, nas 12 metastases regionais e nas 11 metastases distantes, conforme registado na
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tabela 8. Nas lesdes ndo tumorais, observou-se uma maior sobreexpressédo relativa de RE-a do
que de RP ou de HER-2, enquanto nos TM benignos, TM malignos e nas metastases distantes
verificou-se uma maior sobreexpresséo relativa de RP do que de RE-a ou de HER-2.

Tabela 8 — Analise da imunomarcacao de RP, RE-o. e HER-2 nas lesGes examinadas.

Tipo de lesBes Marcador molecular Marcacao positiva [n (%0)] Marcagao negativa [n (%0)]

RP 2 (40%) 3 (60%)
Lesdes ndo tumorais RE-a 5 (100%) 0 (0%)
HER-2 1 (20%) 4 (80%)
RP 1 (50%) 1 (50%)

Tumores mamarios benignos RE-a 0 (0%) 2 (100%)
HER-2 0 (0%) 2 (100%)

RP 29 (58%) 21 (42%)

Tumores mamarios malignos RE-a 21 (42%) 29 (58%)
HER-2 23 (46%) 27 (54%)

RP 5 (41,7%) 7 (58,3%)

Metéastases regionais RE-o 1 (8,3%) 11 (91,7%)
HER-2 5 (41,7%) 7 (58,3%)

RP 4 (36,4%) 7 (63,6%)

Metastases distantes RE-a 0 (0%) 11 (100%)
HER-2 3 (27,3%) 8 (72,7)

A média do indice Ki-67 nas 5 lesdes ndo tumorais mamarias foi de 23,98+15,38%
(mediana=16%; intervalo entre 10-46%). Nos TM benignos, apenas se avaliou o indice Ki-67
num deles, que foi de 29%. Os TM malignos apresentaram um indice Ki-67 médio de
19,09+10,64% (mediana=17,1%; intervalo entre 3,9-43%). Nas metastases regionais a média
do indice Ki-67 foi de 24,63+13,56% (mediana=22,55%; intervalo entre 8,3-48%) e nas
metéstases distantes foi de 18,67+13,72% (mediana=14,15%; intervalo entre 3,5-42%). Nas 73
lesGes malignas a média do indice Ki-67 foi de 19,823+11,5% (mediana=17,3%; intervalo entre
3,5-48%).

A sobreexpressdo de RP foi observada em 38 (52,05%) das 73 lesdes malignas (num total de
15 animais; 71,4%), ao passo que os RE-a revelaram uma imunorreatividade positiva em 22
(30,14%) dessas massas tumorais (num total de 13 animais; 61,9%) e sobreexpressdo de
HER-2 em 31 (42,46%; 26 classificadas como ‘“2+”, 83,87%; e 5 como “3+”, 16,13%) das
mesmas (num total de 14 animais; 66,7%). O subgrupo formado pela expressdo destes trés
imunomarcadores mais comum nas lesdes malignas foi o RP*/RE-o/HER-2" (17/73; 23,3%),
conforme observado na tabela 9. Nas metastases regionais foi 0 RP/RE-a/HER-2" (4/12;
33,3%) e nas distantes também (5/11; 45,5%), enquanto nas lesbes ndo tumorais foi o
RP/RE-a*/HER-2" (3/5; 60%). Por outro lado, o subgrupo formado pela expressdo de RE-o e

RP mais comum nas lesGes malignas foi 0 RP*/RE-o (30/73; 41,11%), como registado na tabela
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10. Nas metastases regionais foi 0 RP/RE-a (6/12; 50%) e nas distantes também (7/11;
63,63%), enquanto nas lesdes nao tumorais foi 0 RP/RE-a* (3/5; 60%).

A expressao individual de RP, RE-a e de HER-2 nas diferentes massas tumorais presentes em
cada animal foi concordante em 10 casos (47,6%). A expressdo de RP nas lesbes neoplasicas
que se desenvolveram na mesma cadeia mamaria (direita ou esquerda) foi concordante em 13
casos (61,9%), enquanto a expressdo de RE-a ¢ de HER-2 nessas mesmas lesfes foi
concordante em 9 casos (42,86%). A imunoexpressdo de RP nas neoplasias mamarias e nas
lesGes metastaticas regionais foi concordante em 3 dos 7 casos (42,86%) em que se analisaram
as metastases regionais. A expressdo de RE-a nos TM e nas metastases regionais foi
concordante em 6 dos referidos 7 casos (85,71%), enquanto a expressdo de HER-2 foi
concordante em 4 dos 7 casos (57,14%). A imunomarcacdo de RP nos TM e nas metastases
distantes foi discordante nos referidos 3 casos em que se analisaram essas mesmas metastases,
ao passo que a expressdo de RE-a foi concordante nos 3 casos e a expressdo de HER-2 foi

concordante em 2 desses 3 casos (66,7%).

Tabela 9 — Subgrupos de lesdes malignas com base  Tabela 10 — Subgrupos de les6es malignas com

na imunoexpressdo de RP, RE-a ¢ HER-2. base na imunoexpressdo de RP e de RE-a.
(Sjubgrupos baseados na expresséo de RE-a, RP e n (%) Subgrupos baseados na expresséo de n (%)

e HER-2 RE-a e de RP
RP*/ RE-a*/HER-2* 3 (4,1%) RP*/RE-a* 8 (10,94%)
RP*/ RE-o*/HER-2" 5 (6,84%) RP*/RE-o 30 (41,11%)
RP*/ RE-oi/HER-2* 13 (17,81%) RP/RE-0 14 (19,18%)
RP*/ RE-a/HER-2" 17 (23,3%) RP/RE-of 21 (28,77%)
RP/ RE-o/HER-2* 6 (8,22%)
RP/ RE-o*/HER-2" 8 (10, 96%)
RP/ RE-o/HER-2* 9 (12,33%)
RP/ RE-o/HER-2 12 (16,44%)

A imunoexpressao geral de cada marcador nos 21 felinos foi definida com base na lesdo mais
agressiva, tendo-se, assim, verificado que 13 casos (61,9%) sobreexpressaram RP, 5 casos
(23,8%) sobreexpressaram RE-o e 9 casos (42,9%) sobreexpressaram HER-2. Os subgrupos
gerais formados pela expressdo destes trés imunomarcadores mais comuns foram o
RP*/RE-o/HER-2" (7/21; 33,33%) e 0 RP*/RE-a’/HER-2* (5/21; 23,8%), de acordo com a
tabela 11. A maioria dos casos sobreexpressou RP e subexpressou RE-a (RP*/RE-a; 12/21;
57,14%), sendo que 4 casos subexpressaram RP e sobreexpressaram RE-a (RP/RE-o; 4/21;
19,05%), conforme evidenciado na tabela 12. A imunomarca¢do de HER-2 apresentou uma

graduacéo de “3+” em 2 (9,5%) casos e de “2+” em 7 (33,3%) casos.
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Tabela 11 — Subgrupos gerais dos 21 casos Tabela 12 — Subgrupos gerais dos 21 casos
acompanhados com base na imunoexpressdo de acompanhados com base na imunoexpressao

RP, RE-a e de HER-2. de RP e de RE-a.
iubgrupos baseados na expresséo de RE-a, RP e n (%) Subgrupos baseados na expresséo n (%)

e HER-2 de RE-o e de RP
RP*/ RE-o*/HER-2° 1 (4,76%) RP*/RE-a 1 (4,76%)
RP*/ RE-a//HER-2* 5 (23,8%) RP*/RE-o- 12 (57,14%)
RP*/ RE-a’/HER-2" 7 (33,33%) RP/RE-a* 4 (19,05%)
RP/ RE-o/HER-2* 1 (4,76%) RP/RE-or 4 (19,05%)
RP/ RE-o/HER-2" 3 (14, 29%)
RP/ RE-a/HER-2* 3 (14,29%)
RP/ RE-oi/HER-2- 1 (4,76%)

A classificagdo molecular de todas as lesdes malignas (n=73), definida de acordo com as
recomendacfes do Consenso de St. Gallen de 2011 (Goldhirsch et al., 2011), permitiu
determinar que 11 das massas malignas (15%) eram do subtipo Luminal A (presentes em 6
casos), 41 (56%) do subtipo Luminal B (presentes em 18 casos), 9 (12%) do subtipo HER-2
positivo (presentes em 5 casos) e 12 (17%) do subtipo Triplo-negativo (presentes em 5 casos),
conforme registado no grafico 1.

Ao analisar-se exclusivamente os TM malignos (n=50) verificou-se que 8 (16%) deles eram do
subtipo Luminal A (presentes em 5 casos), 34 (68%) do subtipo Luminal B (presentes em 18
casos), 5 (10%) do subtipo HER-2 positivo (presentes em 3 casos) e 3 (6%) do subtipo
Triplo-negativo (presentes em 3 casos), como ilustrado no grafico 2.

Nas metastases regionais (n=12), observou-se 1 (8%) lesdo tumoral do subtipo Luminal A, 5
(42%) do subtipo Luminal B (presentes em 5 casos), 2 (17%) do subtipo HER-2 positivo
(presentes num caso) e 4 (33%) do subtipo Triplo-negativo (presentes em 2 casos), coOmo
representado no gréfico 3.

Em relacdo as metastases distantes (n=11), 2 (18%) eram do subtipo Luminal A (presentes num
caso; uma no pulmao e outra no tecido muscular), 2 (18%) do subtipo Luminal B (presentes em
2 casos; uma no pulmao e outra no encéfalo), 2 (18%) do subtipo HER-2 positivo (presentes
em 2 casos; uma no pulméo e outra no tecido muscular) e 5 (46%) do subtipo Triplo-negativo
(presentes em 2 casos; uma no pulmdo, uma na hipdfise, uma no pancreas e duas nas
suprarrenais), como se pode observar no grafico 4. Estas metastases ocorreram sobretudo no
pulméo (n=4; 36,4%), mas também na suprarrenal (n=2; 18,2%), no tecido muscular (n=2;
18,2%), no encefalo (n=1; 9,1%), na hipofise (n=1; 9,1%) e no pancreas (n=1; 9,1%).
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Gréafico 1 — Subtipos moleculares dos Grafico 2 — Subtipos moleculares dos
tumores mamarios malignos e das tumores mamarios malignos (n=50).
metastases (n=73).
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A maioria dos animais apresentou mais do que um TM primario (n=18; 85,7%). O perfil
molecular dos diferentes TM primarios presentes em cada animal, no momento do diagnostico,
foi concordante em 16 casos (76,2%). Ao considerar também os TM que surgiram apds o
diagnostico, observou-se concordancia em 13 casos (62%).

As lesbes tumorais que se desenvolveram na mesma cadeia mamaria (direita ou esquerda)
apresentaram um imunofendtipo concordante em 17 casos (81%). A classificacdo molecular de
todas as massas tumorais presentes no mesmo animal foi concordante em 10 dos 21 casos
(47,6%).

Ao definir-se o subtipo molecular geral de cada felino com base no imunofenétipo do TM
primario com caracteristicas mais agressivas, verificou-se que o subtipo mais prevalente foi o
Luminal B (n=16; 76,2%), seguido do HER-2 positivo (n=3; 14,3%), Luminal A (n=1; 4,75%)
e Triplo-negativo (n=1; 4,75%). Nas metastases regionais com um perfil mais agressivo (n=7)
0 subtipo predominante foi também o Luminal B (n=4; 57%), mas seguido do Triplo-negativo
(n=2; 29%) e do HER-2 positivo (n=1; 14%). Por sua vez, nas metastases distantes mais
agressivas (n=3) observou-se o subtipo Triplo-negativo em 2 casos (66,7%) e 0 HER-2 positivo
num caso (33,3%).
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As metastases regionais (observadas e analisadas em 7 animais), revelaram um fendtipo
molecular concordante com o subtipo molecular geral em 4 (57,14%) casos. O perfil
imunohistoquimico geral de 2 casos passou de Luminal B nos TM primérios para
Triplo-negativo nas metastases regionais, e num caso passou de Triplo-negativo para Luminal
B, respetivamente, conforme representado na Figura 16. Tanto 0s casos concordantes como 0s
discordantes eram carcinomas tubulo-papiliferos, solidos e cribiformes.

O imunofendtipo das metéstases distantes mais agressivas nao foi concordante com o subtipo
molecular do TM primario mais agressivo em nenhum dos 3 casos submetidos a necropsia. Em
2 casos passou de Luminal B nos TM para Triplo-negativo nas metastases distantes e num caso
passou de Luminal B nos TM para HER-2 positivo nas metastases distantes, tal como observado
na Figura 16. Estes casos eram carcinomas tubulo-papilifero, sélido e cribiforme,

respetivamente.

Figura 16 — Organograma dos resultados da homogeneidade imunofenotipica existente entre os tumores
mamarios primarios e as respetivas metastases.
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TMF, tumores mamarios felinos; RP, recetor de progesterona; fHER-2, hémologo felino do recetor do fator de crescimento epidérmico

humano tipo 2; LB, subtipo molecular Luminal B; TN, subtipo molecular Triplo-negativo.

A expressdo imunohistoquimica dos marcadores analisados (RP, RE-a, HER-2 e Ki-67)
consoante o subtipo molecular considerado encontra-se registada na tabela 13 e representada
por fotomicrografias na Figura 17.

O subtipo Luminal B demonstrou elevada percentagem de casos com sobreexpressao de RP
(n=13; 81,25%), enquanto 0s restantes subtipos mostraram subexpressdo deste recetor
(p=0,003). Os RE-a foram sobreexpressos apenas nos subtipos Luminais (p=0,517). O HER-2
foi sobreexpresso em 37,5% (6/16) dos casos Luminais B e em todos os casos HER-2 positivos
(p=0,063). O indice Ki-67 foi menor do que 14% apenas no caso Luminal A e em 12,5% dos
casos Luminais B (2/16), ou seja, em 3 casos (14,3%) (tabela 13).
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Tabela 13 — Associagdo entre os diferentes subtipos moleculares e a imunoexpressdo dos
marcadores analisados.

Parametro Luminal A [n (%6)] Luminal B [n (%)] HER-2 positivo [n (%)]  Triplo-negativo [n (%)] P
RP

Positivo 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0,008
Negativo 1 (12,5%) 3 (37,5%) 3 (37,5%) 1(12,5)

RE-a
Positivo 1 (20%) 4 (30%) 0 (0%) 0 (0%) 0517
Negativo 0 (0%) 11 (73,3%) 3 (20%) 1 (6,7%)

HER-2
Positivo 0 (0%) 6 (66,7%) 3(33,3%) 0 (0%) 0063
Negativo 1 (8,3%) 10 (83,3%) 0 (0%) 1 (8,3%)

indice Ki-67
<14% 1(33,3%) 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.308
214% 0 (0%) 14 (77,8%) 3 (16,7%) 1 (5,6%)

Figura 17 — Imunoexpressédo das diferentes proteinas analisadas nos quatro subtipos moleculares.
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imunomarcacéo de Ki-67 (400x) (fotomicrografias gentilmente cedidas pela Doutora Maria Jodo Soares).
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O subtipo Luminal A apresentou um indice Ki-67 medio de 7,2+1,27% (mediana=7,2%;
intervalo entre 6,3-8,1%), os casos do subtipo Luminal B revelaram um indice Ki-67 médio de
17,8+6,86% (mediana=15,82%; intervalo entre 6,4-33,2%), os animais com TM do subtipo
HER-2 positivo demonstraram um indice Ki-67 medio de 24,2+14,03% (mediana=24,7%);
intervalo entre 10-38%) e o subtipo Triplo-negativo teve um indice Ki-67 médio de 25,46+9%
(mediana=27,1%; intervalo entre 16-38%).

As caracteristicas clinicopatoldgicas dos subtipos moleculares encontram-se descritas na tabela
14, bem como a concordancia entre o fenotipo molecular dos TM primarios e das metastases.
N&o foi observada nenhuma associacdo estatisticamente significativa entre a classificacéo
molecular e o perfil clinicopatolégico. Porém, o subtipo Luminal A (n=1) revelou um tamanho
médio das massas tumorais de 1,25+1,06 cm (mediana=1,25 cm; intervalo entre 0,5-2 cm) e foi
associado a baixo grau de malignidade, estadio Il, auséncia de necrose tumoral, de permeacéo
vascular e de metastizacdo. O subtipo Luminal B (n=16) apresentou um tamanho médio das
massas tumorais de 2,25+1,64 cm (mediana=2 cm; intervalo entre 0,2-6 cm), 13 casos (81,3%)
com elevado grau de malignidade, 9 casos (56,3%) no estadio 111, 11 casos (73,3%) revelaram
presenca de necrose, 4 casos (26,7%) manifestaram permeacdo vascular e 6 casos (37,5%)
demonstraram presenca de metastizacdo no momento do diagnéstico. Os animais com o subtipo
tumoral HER-2 positivo (n=3) tiveram um tamanho médio das massas tumorais de 2,04+1,25
cm (mediana=2 cm; intervalo entre 0,3-4 cm), todos eles apresentaram elevado grau de
malignidade, 1 caso (33,3%) no estadio Ill, 2 casos (66,7%) com necrose tumoral e permeacao
vascular, e num caso (33,3%) ocorreu metastizacdo no momento do diagnostico. Em relacdo ao
subtipo Triplo-negativo (n=1), este demonstrou um tamanho médio das massas tumorais de
0,7+0,7 cm (mediana=0,4 cm; intervalo entre 0,2-1,5 cm) e foi associado a elevado grau de
malignidade, estadio | e necrose tumoral, sem manifestar permeacao vascular nem metastizacao
no momento do diagnostico.

Tabela 14 — Associagdes entre os diferentes subtipos moleculares e as caracteristicas
clinicopatoldgicas.

Parametro Luminal A Luminal B HER-2 positivo Triplo-negativo Total P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Raga
Bosque da Noruega 0 (0%) 1 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
Europeu Comum 1 (5,9%) 12 (70,6%) 3(17,6%) 1 (5,9%) 17 (100%) 1
Siamés 0 (0%) 2 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
Idade
<9 anos 0 (0%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 (0%) 6 (100%) .
> 9 anos 1 (6,7%) 11 (73,3%) 2 (13,3%) 1(6,7%) 15 (100%)
NUmero de massas tumorais
2-3 1(7,7%) 10 (76,9%) 2 (15,4%) 0 (0%) 13 (100%)
45 0 (0%) 5 (71,4%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 7 (100%) 0,85
>5 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
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Tabela 14 — (continuacéo).

Paréametro Luminal A Luminal B HER-2 positivo Triplo-negativo Total P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Tamanho médio das massas tumorais
<2cm 1(9,1%) 7 (63,6%) 2 (18,2%) 1(9,1%) 11 (100%)
2-3cm 0 (0%) 5 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%) 0,93
>3cm 0 (0%) 4 (80,0%) 1 (20,0%) 0 (0%) 5 (100%)
Tamanho do tumor de maior diametro
<2cm 0 (0%) 4 (66,7%) 1 (16,7%) 1 (16,7%) 6 (100%)
2-3cm 1 (14,3%) 5 (71,4%) 1 (14,3%) 0 (0%) 7 (100%) 0,83
>3cm 0 (0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 0 (0%) 8 (100%)
Localizagdo tumoral
Glandula toracica 0 (0%) 6 (75%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) 8 (100%)
Glandula abdominal anterior 0 (0%) 7 (70%) 2 (20%) 1 (10%) 10 (100%)
Glandula abdominal posterior 1(7,7%) 11 (84,6%) 1(7,7%) 0 (0%) 13 (1000) 0469
Glandula inguinal 1(6,7%) 11 (73,3%) 2 (13,3%) 1(6,7%) 15 (100%)
Cadeia mamaria esquerda 0 (0%) 5 (83,3%) 1(16,7%) 0 (0%) 6 (100%)
Cadeia maméria direita 0 (0%) 5 (71,4%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 7 (100%) 1
Ambas as cadeias mamarias 1(12,5%) 6 (75%) 1 (12,5%) 0 (0%) 8 (100%)
Ovariohisterectomia
Realizada antes de surgir o tumor 1 (10%) 7 (70%) 2 (20%) 0 (0%) 10 (100%)
Realizada com a mastectomia 0 (0%) 1 (33,33%) 1 (33,33%) 1 (33,33%) 3 (100%)
Realizada ap6s a mastectomia 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1(00%) 9815
Néo realizada 0 (0%) 6 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0%) 6 (100%)
Contracepcao
Sim 0 (0%) 9 (81,8%) 1(9,1%) 1(9,1%) 11 (100%) .
Né&o 1(16,7%) 3 (50,0%) 2 (33,3%) 0 (0%) 6 (100%)
Tipo Histolégico
Carcinoma tibulo-papilifero 1 (10%) 8 (80%) 1 (10%) 0 (0%) 10 (100%)
Carcinoma sélido 0 (0%) 5 (71,4%) 2 (28,6%) 0 (0%) 7 (100%) 044
Carcinoma cribiforme 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 2 (100%)
Carcinoma mucinoso 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
Grau de malignidade
Grau | 1 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100,0%)
Grau Il 0 (0%) 3 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100,0%) 0,15
Grau Il 0 (0%) 13 (76,5%) 3(17,6%) 1 (5,9%) 17 (100,0%)
Estadio TNM no momento do diagnéstico
| 0 (0%) 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%) 5 (100%)
It 1 (20%) 3 (60%) 1 (20%) 0 (0%) 5 (100%)
I 0 (0%) 9 (90%) 1 (10%) 0 (0%) 10 (100%) 0424
v 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
Necrose
Presente 0 (0%) 11 (78,6%) 2 (14,3%) 1(7,1%) 14 (100%)
Ausente 1 (16,7%) 4 (66,7%) 1 (16,7%) 0 (0%) 6 (100%) 0,63
Permeacéo vascular
Presente 0 (0%) 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0 (0%) 6 (100%)
Ausente 1(7,1%) 11 (78,6%) 1(7,1%) 1(7,1%) 14 (100%) 0.3
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Tabela 14 — (continuacéo).

Parametro Luminal A Luminal B HER-2 positivo Triplo-negativo Total P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Metastizacdo no momento do diagndstico

Regional 0 (0%) 5 (83,3%) 1(17,7%) 0 (0%) 6 (100%)
Regional e Distante 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 1
Ausente 1 (8,33%) 9 (75%) 1(8,33%) 1 (8,33%) 12 (100%)
Recidiva
Presente 0 (0%) 11 (78,5%) 2 (14,3%) 1(7,2%) 14 (100%) 035
Ausente 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0 0 3 (100%) '
Quimioterapia
Sim 0 (0%) 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 4 (100%)
5 0,24
Néo 1 (6,3%) 13 (81,3%) 2 (12,5%) 0 (0%) 16 (100%)
Perfil molecular dos diferentes tumores
primarios
Concordante 1 (6,3%) 13 (81,3%) 1 (6,3%) 1(6,3%) 16 (100%) 033
Discordante 0 (0%) 3 (60%) 2 (40%) 0 (0%) 5 (100%) '

Perfil molecular do tumor primério e das
metéastases regionais
Concordante 0 (0%) 3 (75%) 1(16,7%) 0 (0%) 4 (100%)

Discordante 0 (0%) 2 (66,7%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%)

Perfil molecular do tumor primério e das
metastases distantes
Concordante 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Discordante 0 (0%) 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%)

4.3.3. Analise de sobrevivéncia

As informacdes disponiveis acerca do acompanhamento clinico dos 21 felinos com TM, entre
18 de marco de 2009 e 31 de janeiro de 2015, permitiram incluir apenas 15 casos na analise de
sobrevivéncia, devido aos restantes ndo cumprirem os requisitos dos seus pressupostos.

No final do periodo de seguimento, 10 (66,7%) destes 15 animais tinham morrido (n=5) ou sido
eutanasiados (n=5) devido a doenca oncoldgica, 2 (13,3%) estavam vivos e 3 (20%) foram
perdidos no seguimento, sendo assim, estes ultimos 5 (33,3%) censurados. O TS médio foi de
24+4 511 meses (mediana=17 meses; intervalo entre 1-70 meses) e o TLD médio foi de
12,242,413 meses (mediana=10 meses; intervalo entre 1-29 meses). Passados 12 meses desde
a exérese cirurgica dos TM primarios, 12 (80%) animais permaneciam vivos e 4 (26,7%) deles
apresentavam-se livres de doenca oncologica.

Na tabela 15 sdo apresentadas as associacbes entre 0 TS e as caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e moleculares. Da sua apreciacdo verifica-se que a classificacdo molecular foi
associada significativamente ao TS, com o subtipo HER-2 positivo a revelar um pior
prognostico (p=0,035; grafico 5). Quando se considerou apenas 0s subtipos mais prevalentes,

Luminal B (n=10) e HER-2 positivo (n=3), observou-se que essa associacdo foi ainda mais
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significativa (p=0,014; grafico 6). O TS do subtipo Luminal A foi de 27 meses, enquanto 0 TS
médio do subtipo Luminal B foi de 27,6+6,1 meses (mediana=20 meses; intervalo entre 10-70
meses) e do subtipo HER-2 positivo foi de 9,33+4,41 meses (mediana=11 meses; intervalo entre
1-16 meses). O TS do subtipo Triplo-negativo foi de 29 meses.

A andlise univariada do TS realizada indicou ainda como fatores de progndstico
estatisticamente significativos: 0 numero de massas tumorais presentes no momento do
diagnéstico (p=0,001), o tamanho médio das massas tumorais (p=0,001), a presenca de
permeacdo vascular (p=0,01), a ocorréncia de metastizacdo no momento do diagndstico
(p=0,012) e a imunomarcacdo de HER-2 (p=0,009). Outros parametros que, ndo estando
associados significativamente com o TS, também forneceram informagdo importante em
relagdo & sobrevivéncia dos felinos com TM foram: a idade dos mesmos no momento do
diagnostico (p=0,134), o numero de GM afetadas aquando do diagndstico (p=0,083), a
realizacdo de OVH (p=0,092), a técnica cirurgica aplicada (p=0,094), o estadio TNM (p=0,052)
e a realizacdo de quimioterapia (p=0,085). De seguida, serdo salientados alguns dados dos
parametros que forneceram informacdo estatisticamente significativa em relagéo ao prognéstico
dos felinos com TM.

O TS dos felinos de um modo geral diminuiu com o0 aumento do nimero de massas neoplasicas
presentes no momento do diagndéstico de TM (p=0,001), sendo que as gatas com 3 massas (TS
médio de 15,33+1,202 meses; mediana=16 meses; intervalo entre 13-17 meses) e 0 Gnico caso
com 4 massas (TS igual a 1 més) evidenciaram pior progndstico (grafico 7).

A sobrevida cumulativa aos 12 meses dos animais com um tamanho tumoral médio inferior a
2 cm foi de 90%, enquanto nos felinos que apresentaram um tamanho médio das massas
tumorais entre 0s 2 e os 3 cm foi de 75%, e o Unico caso com um tamanho médio dos TM
superior a 3 cm teve um TS de 1 més (p=0,001) (gréafico 8).

A presenca de permeacdo vascular traduziu-se num significativo pior prognéstico (p=0,01). Os
casos que nao apresentaram permeacdo vascular tiveram um TS médio de 27,545,085 meses
(mediana=23 meses; intervalo entre 10-70 meses), enquanto 0s que revelaram permeacao
vascular por células neoplasicas apresentaram um TS médio de 10+4,583 meses (mediana=13
meses; intervalo entre 1-16 meses) (grafico 9).

Os animais que manifestaram metastases no momento do diagndstico (n=3; 1 HER-2 positivo
e 2 Luminal B) apresentaram um TS médio de 9,33+4,63 meses (mediana=10 meses; intervalo
entre 1-17 meses), significativamente inferior ao TS médio dos casos que ndo demonstraram
ocorréncia de metastizacdo (n=11), que foi de 28,727+5,385 meses (mediana=27 meses;

intervalo entre 11-70 meses) (p=0,012) (grafico 10).
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As gatas que sobreexpressaram HER-2 no TM primario com caracteristicas mais agressivas
(maior grau de malignidade e/ou estadio mais avancado) evidenciaram pior prognostico
(p=0,009). Aos 12 meses, 90% dos felinos com imunomarcacdo tumoral negativa para o
HER-2 estavam vivos, mas apenas 60% dos casos com tumores positivos permaneciam Vivos.
O TS médio dos 5 casos que revelaram tal imunomarcacdo positiva para o0 HER-2 foi de
12,2+2,99 meses (mediana=16 meses; intervalo entre 1-17 meses), enquanto os 10 casos que
ndo manifestaram sobreexpressdo de HER-2 tiveram um TS médio de 29,315,822 meses
(mediana=27 meses; intervalo entre 10-70 meses) (grafico 12). A sobreexpressdo de HER-2 foi
ainda significativamente associada com a ocorréncia de metastizacio no momento do
diagndstico (p=0,006).

Os animais com idade superior a 9 anos e mais do que 1 GM afetada na altura do diagnéstico
de TM, ndo submetidos a OVH, sujeitos a mastectomia unilateral em vez de bilateral, num
estadio TNM avancado aquando do diagnostico (grafico 11) e que ndo realizaram quimioterapia

apresentaram TS mais curtos.

Tabela 15 — Andlise univariada do tempo de sobrevida de acordo com as caracteristicas
clinicopatoldgicas e moleculares.

Total [n (%)] e Média e 1C95% da . Sobrevida
Parametro , L Mediana do tempo de i
ndmero de média do tempo de . cumulativa aos P
. sobrevida (meses)
censuras sobrevida (meses) 12 meses [n (%0)]

Raca

Bosque da Noruega 1 (6,65%); 0 23 23 1 (100%)

Europeu Comum 13 (86,7%); 5 24,92; 14,82-35,02 17 10 (76,9%) 0,397

Siamés 1 (6,65%); 0 13 13 1 (100%)
ldade

<9 anos 4 (26,65%); 3 38,25; 8,85-67,64 29 3 (75%) 0,134

> 9 anos 11 (73,35%); 2 18,81; 14,77-22,85 17 9 (81,8%)

NuUmero de massas tumorais presentes no
momento do diagnéstico

1 5 (33,35%); 3 35,6; 13,38-57,8 29 4 (80%)

2 5 (33,35%); 1 21,2; 14,92-27,47 23 4 (80%)

3 3 (20%); 0 15,33; 12,98-17,69 16 3 (100%) 0,001
4 1 (6,65%); 0 1 1 0 (0%)

5 1 (6,65%); 0 29 29 1 (100%)

Tamanho médio das massas tumorais

<2cm 10 (66,7%); 3 22,8; 15,06-30,53 17 9 (90%)
2-3cm 4 (26,65%); 2 32,75; 7,3-58,19 23 3 (75%) 0,001
>3cm 1 (6,65%); 0 1 1 0 (0%)

Tamanho da massa tumoral de maior

diametro
<2cm 6 (40%); 3 25,83; 13,68-37,98 17 5 (83,3%)
2-3cm 6 (40%); 2 28; 10,64-45,36 17 5 (83,3%) 0,187
>3cm 3 (20%); 0 12,33; 0-24,8 13 2 (66,7%)
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Tabela 15 — (continuagéo).

Parametro

Total [n (%)] e

Meédia e 1C95% da

Mediana do tempo de

Sobrevida

ndmero de média do tempo de cumulativa aos P
. sobrevida (meses)
censuras sobrevida (meses) 12 meses [n (%)]

Numero de glandulas mamarias afetadas
no momento do diagnéstico

1 4 (26,7%); 2 39; 12,64-65,35 17 4 (100%)

2 6 (40%); 2 18,16; 9,51-26,82 17 4 (66,7%)

3 3 (20%); 0 18,66; ; 10,33-27 16 3 (100%) 0,083

4 1 (6,65%); 0 10 10 0 (0%)

5 1 (6,65%); 1 29 29 1 (100%)
Cadeia mamaria afetada no momento do
diagnostico

Esquerda 6 (40%); 2 28,33; 11,56-45,1 17 6 (100%)

Direita 5 (33,35%); 2 24,6; 9,39-39,8 17 4 (80%) 0,831

Ambas 4 (26,65%); 1 16,75 10 2 (50%)
Realizag8o de ovariohisterectomia

Sim 12 (80%); 5 26,17; 15,5-36,8 17 10 (83,3%)

Néo 3 (20%); 0 15,33; 7,63-23,04 13 2 (66,7%) 0.092
Contracepgao

Sim 9 (64,3%); 3 22,22; 13,42-31,03 17 7 (77,8%)

Néo 5 (35,7%); 2 28,6; 6,09-51,12 27 4 (80%) 0.745
Técnica cirargica

Mastectomia unilateral 7 (50%); 1 16,14; 9,21-23,07 16 2 (66,7%)

Mastectomia bilateral 7 (50%); 4 33; 17,33-48,67 29 6 (85,7%) 0094
Classificacdo histolégica

Carcinoma tdbulo-papilifero 8 (53,3%); 2 26,75; 10,781-42,72 17 7 (87,5%)

Carcinoma s6lido 4 (26,7%); 2 21; 12,27-29,73 16 3 (75%)

Carcinoma cribiforme 1 (6,65%); 1 29 29 1 (100%) 0,473

Carcinoma mucinoso 2 (13,3%); 0 16,5; 3,76-29,24 10 1 (50%)
Grau de malignidade

Grau | 1 (6,65%); 0 27 27 1 (100%)

Grau ll 3 (20%); 2 44,33 15,09-77,58 53 3 (100%) 0,514

Grau Il 11 (73,35%); 3 17,64; 12,35-22,92 17 8 (72,7%)
Necrose

Presente 9 (60%); 2 17,11; 11,35-22,88 17 7 (77,8%)

Ausente 6 (40%); 3 34,33; 16,15-52,52 27 5 (83,3%) 0253
Permeacé&o vascular

Presente 3 (20%); 0 10; 1,02-18,98 13 2 (66,7%)

Ausente 12 (80%); 5 27,5; 17,54-37,47 23 10 (83,3%) 001
Metastizacdo no momento do diagnéstico

Presente 3(21,4%); 0 9,33; 0,26-18,41 10 1 (33,3%)

Ausente 11 (78,6%); 5 28,727; 18,2-39,3 27 10 (90,9%) 0012
Estadio TNM no momento do diagnéstico

| 5 (33,3%); 3 27,6; 13,33-41,86 29 4 (80%)

1 5 (33,3%); 2 31,6; 12,17-51,29 27 5 (100%) 0,052

mn 5 (33,3%); 0 12,8; 5,61-19,985 13 3 (60%)
Recidiva

Presente 11 (78,6%); 3 25; 13,65-36,34 17 9 (81,8%)

Ausente 3 (21,4%); 2 28; 26,87-29,13 28 3 (100%) 0.168
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Tabela 15 — (continuacéo).

Parametro

Total [n (%)] e

Média e 1C95% da

Mediana do tempo de

Sobrevida

ndmero de média do tempo de . cumulativa aos P
. sobrevida (meses)
censuras sobrevida (meses) 12 meses [n (%6)]

Quimioterapia

Sim 4 (26,65%); 3 31,75; 16,62-46,88 29 4 (100%) 0.085

Néo 11 (73,35%); 2 21,18; 10,56-31,8 17 8 (72,7%) '
Classificagdo molecular

Luminal A 1 (6,65%); 0 27 27 1 (100%)

Luminal B 10 (66,7); 4 27,6; 15,65-39,55 17 9 (90%) 0035

HER-2 positivo 3 (20%); 0 9,33;0,7-18 11 1 (33,3%) '

Triplo-negativo 1 (6,65%); 1 29 29 1 (100%)
Perfil molecular dos diferentes tumores
primarios

Concordante 11(73,35%); 4  26,182; 14,51-37,85 23 9 (81,8%) 0519

Discordante 4 (26,65%); 1 18; 10,45-25,55 16 3 (75%) '
Perfil molecular do tumor primario e das
metastases regionais

Concordante 2 (66,65%); 0 9; 0,2-24,68 9 1 (50%) 0.225

Discordante 1(33,35%); 1 29 29 1 (100%) '
Imunomarcagédo de RP

Positiva 8 (57,14%); 3 24,5; 15,56-33,44 17 8 (100%) 0223

Negativa 6 (42,86%); 1 15,67; 7,08-24,25 11 3 (50%) '
Imunomarcacéo de RE-a

Positiva 4(26,65%); 2 40; 13,84-66,16 27 3 (75%) 0407

Negativa 11 (73,35%); 3 18,18; 13,1-23,26 17 9 (81,8%) '
Imunomarcacéo de HER-2

Positiva 5 (33,3%); 0 12,2; 6,34-18,06 16 3 (60%) 0.009

Negativa 10 (66,7%); 5 29,9; 18,5-41,31 27 9 (90%) '
indice Ki-67

<14% 5 (33,35%); 2 27,2;13,12-41,29 27 4 (80%)

14-20% 5 (33,35%); 2 29,6; 8,83-50,37 23 4 (80%) 0,553

>20% 5 (33,35%); 1 15,2; 6,43-23,97 16 4 (80%)

Gréfico 5 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de

sobrevida de acordo com o subtipo molecular

(p=0,035).
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Gréfico 6 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de

sobrevida dos subtipos Luminal B e HER-2 positivo

(p=0,014).
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Gréfico 7 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de Gréfico 8 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de

sobrevida de acordo com o nimero de massas sobrevida de acordo com o tamanho médio das
tumorais presentes no momento do diagndstico massas tumorais (p=0,001).
de TM (p=0,001).
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Grafico 9 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de Grafico 10 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de
sobrevida de acordo com a presenca ou sobrevida de acordo com a presenca ou
auséncia de permeacéo vascular (p=0,01). auséncia de metastizagdo no momento do
diagnostico (p=0,012).
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Gréfico 11 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de Gréfico 12 — Curvas Kaplan-Meier do tempo de
sobrevida de acordo com o estadio TNM no sobrevida de acordo com a imunomarcagéo do
momento do diagnostico (p=0,052). HER-2 (p=0,009).
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Na tabela 16 sdo apresentadas as associacdes entre 0 TLD e as caracteristicas moleculares,
clinicas e histopatoldgicas. N&o foi observada nenhuma diferenga estatisticamente significativa
entre os TLD dos quatro subtipos moleculares (p=0,097) (grafico 13). Contudo, o subtipo
Luminal B revelou um TLD significativamente superior ao do subtipo HER-2 positivo
(p=0,043) (grafico 14). O subtipo Luminal A apresentou um TLD relativamente longo — 27
meses — enquanto o subtipo Triplo-negativo revelou um TLD curto — 5 meses. O TLD médio
do subtipo Luminal B foi de 13,3+9,35 meses (mediana=11 meses; intervalo entre 3-29 meses)
e do subtipo HER-2 positivo foi de 6+4,359 meses (mediana=8 meses; intervalo entre 1-9
meses).

A analise univariada do TLD indicou ainda como fatores de prognoéstico estatisticamente
significativos: 0 nimero de massas tumorais presentes no momento do diagnéstico (p=0,001),
o tamanho médio das massas tumorais (p=0,001), a ocorréncia de metastizacdo no momento do
diagnostico (p=0,021), a presenca de recidivas (p=0,005) e a expressdao de HER-2 (p=0,003).
Entre os parametros que ndo foram associados significativamente com o TLD mas que também
forneceram informacéo relevante acerca do tempo de sobrevida livre de doenca dos felinos com
TM destacaram-se, para além da classificacdo molecular, a imunomarcagéo para RP (p=0,188)
e o indice Ki-67 (p=0,108).

As gatas que apresentaram 1 (n=5) ou 2 (n=5) massas tumorais no momento do diagnostico
revelaram TLD superiores aos dos casos que manifestaram 3 (n=3) ou 4 (n=1) massas
neoplasicas (p=0,001) (grafico 15).

Os animais com massas tumorais de tamanho médio inferior a 2 cm (n=10) tiveram um TLD

médio de 11,3+2,93 meses (mediana=8 meses; intervalo entre 3-29 meses), enquanto 0s casos
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com massas tumorais de tamanho médio entre 2 e 3 cm (n=4) tiveram um TLD médio de
17,25+4,23 meses (mediana=11; intervalo entre 10-28 meses) e 0 Unico caso com TM de
tamanho médio superior a 3 cm apresentou um TLD de apenas um més (p=0,001) (grafico 16).
A ocorréncia de metastizacao traduziu-se numa diminui¢do do TLD (p=0,021). Aos 12 meses,
nenhum felino com carcinomas metastaticos no momento do diagnostico estava livre de doenca
oncoldgica, enquanto 36,36% (4/11) dos casos que ndo apresentaram metastases permaneceram
livres de doenca neoplésica. O TLD médio dos gatos com TM metastaticos ao diagnostico foi
de 4,67£2,73 meses (mediana=3 meses; intervalo entre 1-10 meses), a0 passo que Nos casos
que nado revelaram metéastases foi de 14,552,918 meses (mediana=11 meses; intervalo entre
3-29 meses) (gréfico 17).

A incidéncia de recidivas (11/14; num caso ndo se obteve a respetiva informacao) foi associada
aum TLD meédio de 8,909+1,436 meses (mediana 9 meses; intervalo entre 3-20 meses), muito
inferior ao TLD médio dos casos que ndo apresentaram recidivas (3/14) que foi de 28+0,58
meses (mediana 28 meses; intervalo entre 27-29 meses) (p=0,005) (grafico 18).

Os felinos que sobreexpressaram HER-2 no TM priméario mais agressivo apresentaram um TLD
médio de 5,6+1,54 meses (mediana=7 meses; intervalo entre 1-9 meses), significativamente
inferior ao TLD médio de 15,5+3,07 meses (mediana=11 meses; intervalo entre 3-29 meses)
dos casos que ndo sobreexpressaram esta oncoproteina membranar (p=0,003) (gréafico 19).
Nenhum dos casos que manifestaram imunomarcagao positiva para 0 HER-2 (n=5) estava livre
de doenca tumoral aos 12 meses, enquanto 40% dos animais que subexpressaram este recetor
(n=10) estavam livres de doenca oncoldgica passados 12 meses da exérese cirlrgica dos
respetivos TM primarios.

As gatas que apresentaram imunomarcacdo negativa para RP e indices Ki-67 mais elevados
revelaram TLD mais curtos (p=0,188 e p=0,103, respetivamente). De facto, 0s casos que
manifestaram um indice Ki-67 médio maior do que 20% tiveram um TLD médio
significativamente menor do que o TLD médio dos casos que demonstraram um indice Ki-67
médio menor do que 20% (p=0,035).

Tabela 16 — Andlise univariada do tempo livre de doenca de acordo com as caracteristicas
clinicopatoldgicas e moleculares.

Meédia e 1C95% da Mediana do tempo Sobrevida livre de
Parametro Total [n (%)] e

. média do tempo livre livre de doenca  doenca cumulativa aos P
namero de censuras
de doenga (meses) (meses) 12 meses [n (%6)]
Raca
Bosque da Noruega 1 (6,65%); 0 11 11 0 (0%)
Europeu Comum 13 (86,7%); 2 12,385; 6,91-17,86 17 4 (30,77%) 0,972
Siamés 1 (6,65%); 0 1 11 0 (0%)
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Tabela 16 — (continuacéo).

Média e 1C95% da

Mediana do tempo

Sobrevida livre de

Parametro Total [n (%)) e média do tempo livre livre de doenca doenga cumulativa aos P
ndmero de censuras
de doenca (meses) (meses) 12 meses [n (%)]
Idade
<9 anos 4 (26,65%); 1 15,25; 3,48-27,02 11 2 (50%) 0397
>9anos 11 (73,35%); 1 11,09; 6,01-16,171 9 2 (18,18%) '
NuUmero de massas tumorais presentes no
momento do diagnéstico
1 5 (33,35%); 0 11; 6,16-15,84 10 1 (20%)
2 5 (33,35%); 1 15,4; 5,39-25,41 11 2 (40%)
3 3 (20%); 0 7;2,47-11,526 7 0 (0%) 0,001
4 1 (6,65%); 0 1 1 0 (0%)
5 1 (6,65%); 1 29 29 1 (100%)
Tamanho médio das massas tumorais
<2cm 10 (66,7%); 1 11,3; 5,6-17,04 8 2 (20%)
2-3cm 4 (26,65%); 1 17,25; 8,96-25,54 11 2 (50%) 0,001
>3cm 1 (6,65%); 0 1 1 0 (0%)
Tamanho da massa tumoral de maior
didmetro
<2cm 6 (40%); 1 10,5; 2,93-18,07 7 1 (16,7%)
2-3cm 6 (40%); 1 16,17; 7,89-24,4 10 3 (50%) 0,704
>3cm 3 (20%); 0 7,67;1,13-14,2 11 0 (0%)
NuUmero de glandulas mamarias afetadas
no momento do diagnéstico
1 4(26,7%); 0 10,75; 3,85-17,65 1 (25%)
2 6 (40%); 1 9,33; 1,48-17,18 1 (16,7%)
3 3 (20%); 0 15; 3,02-26,98 11 1 (33,3%) 0,615
4 1 (6,65%); 0 10 10 0 (0%)
5 1 (6,65%); 1 29 29 1 (100%)
Cadeia mamaria afetada no momento do
diagnéstico
Esquerda 6 (40%); 1 13; 5,58-20,42 2 (33,3%)
Direita 5 (33,35%); 0 7,6; 4,46-10,73 0 (0%) 0,45
Ambas 4 (26,65%); 1 16,75; 3,49-30 10 2 (50%)
Realizag&o de ovariohisterectomia
Sim 12 (80%); 2 12,583; 6,64-18,52 8 4(33,3%)
Nao 3 (20%); 0 10,667; 10,01-11,32 11 0 (0%) 099
Contracepcao
Sim 9 (64,3%); 1 10,44; 5,75-15,13 10 1(11,1%)
Nao 5 (35,7%); 1 17,2; 6,71-27,69 20 3 (60%) 0418
Técnica cirargica
Mastectomia unilateral 7 (50%); 1 12,14: 4-20,3 8 2 (28,67%)
Mastectomia bilateral 7 (50%); 1 12,71; 6,05-19,38 11 2 (28,67%) 0829
Classificacao histolégica
Carcinoma tabulo-papilifero 8 (53,3%); 0 10,37; 4,08-16,67 7 2 (25%)
Carcinoma solido 4(26,7%); 2 18,5; 7,17-29,83 9 2 (50%)
Carcinoma cribiforme 1 (6,65%); 0 5 0 (0%) 0,252
Carcinoma mucinoso 2 (13,3%); 0 10,5; 9,52-11,48 10 0 (0%)
Grau de malignidade
Graul 1 (6,65%); 0 27 27 1 (100%)
Grau Il 3 (20%); 0 12,67; 5,13-20,20 1 1(33,3%) 0,811
Grau Ill 11 (73,35%); 2 10,73; 5,15-16,3 9 2 (18,18%)
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Tabela 16 — (continuagéo).

Média e 1C95% da

Mediana do tempo

Sobrevida livre de

3 Total [n (%)] e
Parametro . [n ()] média do tempo livre livre de doenca doenga cumulativa aos P
nlmero de censuras
de doenga (meses) (meses) 12 meses [n (%6)]
Necrose
Presente 9 (60%); 1 9; 3,72-14,28 9 1(11,11%) 0.265
Ausente 6 (40%); 1 17; 9,24-24,76 11 3 (50%) '
Permeacéo vascular
Presente 3 (20%); 0 7;1,01-12,99 9 0 (0%) 0.308
Ausente 12 (80%); 2 13,5; 7,93-19,07 10 4 (33,3%) '
Metastizagdo no momento do diagnéstico
Presente 3(21,4%); 0 4,67; 0-10,014 3 0 (0%) 0021
Ausente 11 (78,6%); 2 14,55; 8,83-20,26 11 4 (36,36%) '
Estadio TNM no momento do diagnéstico
I 5 (33,3%); 1 12; 3,46-20,54 8 1 (20%)
I 5 (33,3%); 1 17,4; 7,706-27,1 20 3 (60%) 0,435
mn 5 (33,3%); 0 7,2;2,98-11,42 10 0 (0%)
Recidiva
Presente 11 (78,6%); 3 8,909; 6,09-11,72 9 1 (9%) 0.005
Ausente 3 (21,4%); 2 28; 26,87-29,1 28 3 (100%) '
Quimioterapia
Sim 4 (26,65%); 1 13,5; 3,08-23,91 9 1 (25%) 062
N&o 11 (73,35%); 1 11,73; 6,2-17,25 10 3(27,3%) '
Classificagdo molecular
Luminal A 1 (6,65%); 0 27 27 1 (100%)
Luminal B 10 (66,7); 2 13,3;7,5-19,09 1 3(33,3%) 0,007
HER-2 positivo 3 (20%); 0 6;1,07-10,93 0 (0%) '
Triplo-negativo 1 (6,65%); 0 5 0 (0%)
Perfil molecular dos diferentes tumores
primarios
Concordante 11 (73,35%); 1 11,82; 6,26-17,37 11 3(27,27%) 0.895
Discordante 4 (26,65%); 1 13,25; 2,93-23,57 8 1 (25%) '
Perfil molecular do tumor primério e das
metastases regionais
Concordante 2 (66,65%); 0 2;0,04-3,96 0 (0%) 0.225
Discordante 1 (33,35%); 0 5 0 (0%) !
Imunomarcacgéo de RP
Positiva 8 (57,14%); 2 12,88; 5,8-19,95 11 2 (25%) 0188
Negativa 6 (42,86%); 0 10; 2,8-17,16 8 1 (16,7%) '
Imunomarcacgéo de RE-a
Positiva 4 (26,65%); 0 17;9,12-24,88 11 2 (50%) 0545
Negativa 11 (73,35%); 2 10,45; 4,84-16,07 8 2 (18,2%) '
Imunomarcagdo de HER-2
Positiva 5 (33,3%); 0 5,6; 2,59-8,61 7 0 (0%) 0.003
Negativa 10 (66,7%); 2 15,5; 9,48-21,52 11 4 (40%) '
indice Ki-67
<14% 5 (33,35%); 1 15,4; 5,39-25,41 11 2 (40%)
14-20% 5 (33,35%); 1 15,4; 7,49-23,3 11 2 (40%) 0,108
220% 5 (33,35%); 0 5,8; 2,165-9,435 5 0 (0%)
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Gréfico 13 — Curvas Kaplan-Meier do tempo Gréfico 14 — Curvas Kaplan-Meier do tempo
livre de doenca de acordo com o subtipo livre de doenca dos subtipos Luminal B e HER-
molecular (p=0,097). 2 positivo (p=0,043).
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Gréfico 15 — Curvas Kaplan-Meier do tempo Gréfico 16 — Curvas Kaplan-Meier do tempo
livre de doenga de acordo com o numero de livre de doenca de acordo com o tamanho
massas tumorais presentes no momento do médio das massas tumorais (p=0,001).
diagnostico (p=0,001).
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Gréfico 17 — Curvas Kaplan-Meier do tempo

livre de doenga de acordo com a presenca ou

auséncia de metastizagdo no momento do

diagndstico (p=0,021).
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Gréfico 19 — Curvas Kaplan-Meier do tempo

livre

de

doenga de acordo com a

imunomarcacgéo de HER-2 (p=0,003).
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Gréfico 18 — Curvas Kaplan-Meier do tempo

livre de doenga de acordo com a
auséncia de recidivas (p=0,005).
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Gréfico 20 — Curvas Kaplan-Meier do tempo

livre de doenca de acordo com o indice Ki-67

(220% e >20%; p=0,035).
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Na tabela 17 é apresentado um resumo das principais

moleculares dos 21 casos analisados.
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Tabela 17 — Resumo das principais caracteristicas clinicopatoldgicas e moleculares dos 21 casos estudados.

Imunomarcagéo no tumor primario mais agressivo Imunofenétipo i
Caso Idade Tipo Histolégico do tumor Grau de Y ¢ Y primart 1S agressiv Y P Tempo_de Tempo livre
P Raca PP . . . — - - p sobrevida de doenca
clinico (anos) primério mais agressivo malignidade Indice Ki-67 Tumor Metastase Metéastase
RP RE-a HER-2 S - . (meses) (meses)
(%) primario regional distante
Bosque da } . . . . .
1 Noruega 11 Carcinoma mucinoso 11 Positiva Negativa Negativa 27,6 Luminal B / / 23 11
2 Egrrgﬂﬁqu 8 Carcinoma tubulo-papilifero 1l Negativa Negativa Positiva 354 HER-2 positivo ~ HER-2 positivo / 1 1
3 Siamés 11 Carcinoma tubulo-papilifero 1l Positiva Negativa Negativa 26,6 Luminal B / / 13 11
Europeu : an L . . .
4 - 8 Carcinoma s6lido 11 Positiva Negativa Negativa 13 Luminal B / / 29 29
Europeu . - . ; . .
5 comum 13 Carcinoma sélido 1l Positiva Negativa Negativa 20 Luminal B / / 28 28
6 Eﬁ:ﬂsﬁ#’ 14 Carcinoma cribiforme 11 Positiva Negativa Positiva 43 Luminal B Luminal B HER-2 positivo / /
7 Eg:gﬁre# 15 Carcinoma tubulo-papilifero 1 Positiva Negativa Negativa 24 Luminal B Triplo-negativo Triplo-negativo / /
8 Eﬁ:ﬂsﬁ#’ 9 Carcinoma tubulo-papilifero 1 Positiva Positiva Negativa 20,1 Luminal B / / 58] 11
Europeu . - . . . .
9 comum 13 Carcinoma sélido 1l Negativa Negativa Positiva 40 HER-2 positivo / / 16 9
10 I(E:(L:I-:gﬁre# 6 Carcinoma tubulo-papilifero 1 Indeterminada Positiva Negativa 18 Luminal B / / 70 20
11 Eg:ﬁﬂre# 11 Carcinoma tubulo-papilifero 11 Positiva Negativa Negativa 36 Luminal B / / 17 3
12 Siamés 11 Carcinoma s6lido 11 Negativa Positiva Positiva 8,9 Luminal B Luminal B / / /
13 Eg:;’ﬂre# 14 Carcinoma tubulo-papilifero 11 Positiva Negativa Positiva 10 Luminal B Luminal B / 17 3
14 I(E:(L:I-:gﬁre# 12 Carcinoma mucinoso 11 Negativa Positiva Negativa 14,9 Luminal B / / 10 10
15 Eg:;’ﬂre# 17 Carcinoma sélido 11 Negativa Negativa Positiva 15 HER-2 positivo / / 11 8
16 Eg:ﬂﬁ:’ 11 Carcinoma cribiforme 11 Negativa Negativa Negativa 38 Triplo-negativo Luminal B 29 5
17 Eﬁ:ﬁﬂre# 5 Carcinoma tubulo-papilifero 11 Positiva Negativa Negativa 22,3 Luminal B / / / /
18 Eg:ﬁﬂr&# 12 Carcinoma tubulo-papilifero | Negativa Positiva Negativa 8,1 Luminal A / / 27 27
19 Indeterminada 9 Carcinoma s6lido 11l Positiva Negativa Positiva 26 Luminal B Triplo-negativo Triplo-negativo / /
20 Eg:gﬁ?# 17 Carcinoma tubulo-papilifero 1 Positiva Negativa Positiva 28,5 Luminal B / / 16 7
Europeu . - . . . .
21 comum 14 Carcinoma sélido {1 Positiva Negativa Positiva 20,4 Luminal B / / / /

Caso clinico 6: animal em que foi diagnosticado um tumor primério ndo mamario e realizado o respetivo tratamento cirdrgico; Caso clinico 7: gata que s6 foi acompanhada neste estudo a partir do momento em que manifestou recidiva tumoral; Casos clinicos
8 e 10: Unicos casos que estavam comprovadamente vivos no final do estudo; Caso clinico 12: felino de que néo se tinha conhecimento da data da sua morte nem da Gltima observagéo; Caso clinico 17: animal que faleceu logo apds a cirurgia sem ter sido
possivel determinar a verdadeira causa de morte; Caso clinico 19: felino que sé foi sujeito a necrépsia e que apresentava 3 metéastases regionais e 8 metastases distantes; Caso clinico 21: gata que tinha sido diagnosticada com TM numa fase da doenca mais
tardia quando comparada com as restantes e de que existiam sérias suspeitas de ter caido de um sexto-andar, bem como de ter desenvolvido piémetra no decorrer do estudo.
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4.4, Discussao

O comportamento clinico entre os pacientes felinos com TM varia imensamente, tal como entre
0s pacientes humanos e caninos com TM. Assim, é imperativa a existéncia de uma classificagcdo
destes tumores que seja nitidamente relevante do ponto de vista clinico, irrepreensivel a nivel
cientifico, pratica e reprodutivel, de modo a permitir um diagnéstico preciso, a aplicacdo da
terapéutica mais adequada e a emissdo de um prognostico assertivo (Gama et al., 2008; Spitale
et al., 2009; Viale, 2012; Mills et al., 2014). Embora tal variabilidade seja explicada em parte
pelas caracteristicas clinicopatoldgicas classicas (como p.ex. a idade, o tamanho tumoral, o
estadio TNM, o grau de malignidade e a permeabilidade vascular), foram as recentes
tecnologias genémicas que proporcionaram inequivocamente uma notavel compreensdo da
heterogeneidade intrinseca dos TM humanos no espaco e no tempo, permitindo definir subtipos
moleculares com respostas terapéuticas e resultados clinicos distintos, o que culminou na
descoberta da designada classificagdo molecular (Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001 e 2003).
Neste estudo, investigou-se a aplicacdo desta moderna classificacdo, utilizada em Oncologia
Humana (Goldhirsch et al., 2011), em 21 casos de TMF. Os objetivos delineados
relacionaram-se sobretudo com a andlise da prevaléncia, da homogeneidade, das caracteristicas
clinicopatoldgicas e dos tempos de sobrevivéncia dos diferentes subtipos moleculares em TMF,
bem como com a pesquisa de outros fatores de prognéstico. Na presente discussdo, serao
preliminarmente considerados o0s resultados obtidos em relagdo as caracteristicas
clinicopatoldgicas e imunofenotipicas, com a analise individual da expressdo do RP, RE-a,
HER-2 e Ki-67, para depois, entdo, debater-se a aplicacdo da classificagdo molecular nos TMF.
Assim, em relacdo as caracteristicas clinicopatoldgicas, as racas dos animais incluidos na
presente investigacdo foram a Europeu Comum (81%; 17/21), a Siamesa (9,5%; 2/21) e a
Bosque da Noruega (4,75%; 1/21), ndo sendo observadas diferencgas significativas entre as
mesmas. A incidéncia de TM nestas racas foi anteriormente referida por diversos autores e
podera refletir, em parte, as caracteristicas da populacdo de felideos da area de Lisboa, apesar
do conhecimento da proporc¢éo das diferentes ragas de felinos implicar um enorme desafio, pelo
que serd incorreto afirmar-se que existe predisposicdo de determinada raca (Hayes et al., 1981;
Peleteiro, 1994; Fleurisson, 2005; Travassos, 2006; Lana et al., 2007; Costa, 2010). Todos os
animais eram do sexo feminino, o que revela a forte predisposicdo sexual referida na literatura
(Misdorp, 2002; Skorupski et al., 2005; Morris, 2013; Zappulli et al., 2014).

A idade média com que foram diagnosticados com TM foi de 11,48+3,219 anos (mediana=11
anos; intervalo entre 5-17 anos de idade) e esta, portanto, compreendida entre os 10 e os 12
anos referidos pela maioria dos autores (Hayes et al., 1981; Peleteiro, 1994; Fleurisson, 2005;
Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Morris, 2013). Apesar de a idade ndo estar estatisticamente
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associada com o TS (p=0,134) nem com o TLD (p=0,397), os animais com idade igual ou
inferior a 9 anos (n=4) revelaram uma tendéncia para terem um TS meédio superior ao dos
animais mais idosos, sendo que um deles apresentou um fenétipo HER-2 positivo e sobreviveu
apenas 1 més, enquanto os restantes 3 sobreviveram 29, 53 e 70 meses, respetivamente, pelo
que podera ter sido o primeiro a diminuir o nivel de significancia. Em relacdo ao TLD, os
animais mais jovens apresentaram uma percentagem de sobrevida livre de doenga cumulativa
aos 12 meses superior a dos animais mais velhos (50% versus 18,18%). Tais resultados estdo
de acordo com os citados por Misdorp et al. (1999), que indicam que 0s animais mais idosos
tém pior prognostico.

Os felinos da raca Siamesa (n=2) apresentavam 11 anos de idade no momento do diagnéstico
de TM, ndo se observando, assim, o desenvolvimento de neoplasias mamarias numa idade mais
precoce nesta raca, ao contrario do referido por outros autores (Hayes et al., 1981; Lana et al.,
2007), o que podera estar relacionado com a reduzida dimensao da amostra.

Entre os animais estudados, 10 (47,6%) deles tinham realizado OVH com uma idade média de
3,5+2,6 anos (mediana=2 anos; intervalo entre 2-8 anos de idade), antes de desenvolverem TM
com uma idade média de 12+3,559 anos (mediana=11,5 anos; intervalo entre 8-17 anos de
idade). O TS médio destes animais foi de 22+5,34 meses (mediana=17 meses; intervalo entre
1-53 meses), superior ao TS médio dos animais que nunca chegaram a realizar OVH que foi de
15,33+3,93 meses (mediana=13 meses; intervalo entre 10-23 meses) e que desenvolveram TM
com uma idade média de 11,17+3,312 anos (mediana=11,5 anos; intervalo entre 5-14 anos).
Assim sendo, verificou-se uma tendéncia dos animais ndo submetidos a OVH apresentarem
neoplasias mamarias mais cedo e TS mais curtos comparativamente com 0s animais que
realizaram OVH depois dos 2 anos e antes de manifestarem TM, apesar de a literatura referir
que a OVH ap6s os 2 anos ndo tem praticamente nenhum efeito sobre o risco de
desenvolvimento de TMF (Overley et al., 2005; Sorenmo, 2011a), o que esta em linha com o
facto de os resultados ndo serem estatisticamente significativos. Os 3 (14,3%) felinos que foram
submetidos a OVH no momento da mastectomia apresentaram um TS médio de 22,67+5,84
meses (mediana=28 meses; intervalo entre 11-29 meses) e o animal que realizou a OVH ap0s
o diagndstico de TM (4,75%) sobreviveu 70 meses, ou seja, revelaram TS também superiores
ao TS médio dos animais que nunca chegaram a realizar OVH, o que sugere beneficio clinico
da OVH mesmo apds o diagnostico de TMF. Ao comparar-se o TS dos animais que realizaram
OVH com o TS dos animais que néo realizaram OVH, observou-se um valor de p=0,092,
relativamente perto da significancia. Contudo, os TLD destes mesmos animais foram muito
semelhantes (p=0,99). Ainda assim, é de salientar que a realizacdo de OVH foi estatisticamente

associada a massas tumorais de menor didmetro (p=0,034) e a estadios | e Il no momento do
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diagnostico (p=0,009), sem contudo estar associada a expresséo de RP (p=0,605),
contrariamente ao referido por Millanta et al. (2005a), ou a outras variaveis analisadas.

A administracdo generalizada de contracetivos/progestagenios para inibir o estro foi
confirmada em 11 (52,4%) casos de TMF, sendo que 8 (72,7%) deles sobreexpressaram RP
(p=0,299), 2 (18,2%) sobreexpressaram RE-a (p=0,584), 3 (27,3%) sobreexpressaram HER-2
(p=0,6), 9 (81,8%) eram de elevado grau de malignidade (p=0,688) e 10 (90,9%)
desenvolveram recidivas (p=0,214). Os TS e TLD médios dos animais em que ndo foram
administrados contracetivos manifestaram-se superiores aos TS e TLD médios dos felinos em
que foram concedidos contracetivos, porém ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas (p=0,745 e p=0,418, respetivamente). Apesar de ndo se observarem resultados
significativos, a administracdo de contracetivos parece estar associada com TMF que
sobreexpressam RP, subexpressam RE-a e HER-2, bem como a neoplasias de elevado grau de
malignidade e com tendéncia para recidivarem. De facto, diversos autores referem que a
administracdo prolongada de contracetivos a base de progestagénios esta associada a um risco
3 vezes superior de desenvolvimento de TMF e a neoplasias com elevado grau de malignidade
(Misdorp, 2002; Lagadic, 2005; Lana et al., 2007; McAloose et al., 2007; Munson & Moresco,
2007). Tal pode estar relacionado com (1) a exposicéo do animal a picos regulares de estrogénio
associados a niveis elevados e continuos de progestagénios, que criam um ambiente oncogénico
a nivel mamario (Munson & Moresco, 2007), (2) aos progestagénios estarem relacionados com
perturbacdes nas interacOes epiteliais-estromais e no microambiente do tecido conjuntivo,
conduzindo a progressdo da oncogénese mamaria (Mulas et al., 2002; Millanta et al., 2005a;
Kariagina et al., 2013), (3) os mesmos elevarem os niveis de somatotropina e, por sua vez, de
IGF-I e de IGF-11, que estimulam a proliferacdo da GMF e podem ser oncogénicos (Rijnberk
et al., 2003; Gracanin et al., 2012), (4) induzirem a ativacdo de diferentes vias de sinalizacao a
nivel extranuclear, como p.ex. a p21/Ras/MAPK, JAK-1/JAK-2/STAT3 e PI3K/AKT/NF-kB,
envolvidas na proliferacdo, transcricdo e sobrevivéncia celular, bem como na regulacdo da
resposta imunitéria (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Lange, 2008; Obr & Edwards, 2012),
(5) poderem impulsionar a transcri¢do nuclear de genes relacionados com a proliferagéo celular,
como p.ex. Wnt4, anfirregulina e calcitonina (Obr & Edwards, 2012), (6) promoverem a
estimulagdo da proliferagdo das células estaminais mamarias com um fendétipo Triplo-negativo
e favorecerem a acumulacdo de alteragdes genéticas nas mesmas (Horwitz et al., 2008; Horwitz
& Sartorious, 2008; Asselin-Labat et al., 2010), (7) os progestagénios, tal como a progesterona,
mesmo em niveis baixos poderem induzir a instabilidade genética e a aneuploidia, sobretudo se
ocorrerem alteracfes nos genes supressores de tumores TP53 e BRCA-1 (Goepfert et al., 2000;

Obr & Edwards, 2012), e (8) poderem sensibilizar as células neoplasicas para o EGF da mesma
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forma do que a progesterona (Lange, 2008). Atendendo a todas estas possiveis acdes dos
progestagénios e da progesterona, depreende-se o potencial efeito benéfico da OVH (a
producdo de progesterona ocorre sobretudo no ovério durante a fase litea e é estimulada pelo
estrogenio) aliada a supressdo de terapéuticas com progestagénios.

A maioria dos animais apresentou lesdes em multiplas GM (n=20; 95,24%), numa ou em ambas
as cadeias mamarias, conforme indicam inimeros autores (Hayes & Mooney, 1985; Misdorp,
2002; Travassos, 2006; Lana et al., 2007; Morris, 2013). As GM inguinais (n=15; 71,4) e as
abdominais posteriores (n=13; 61,9%) revelaram uma maior incidéncia de TM, o que esta de
acordo com o referido por Borrego et al. (2009) e por Morris (2013).

O ndmero de massas tumorais presentes no momento do diagnostico surgiu como um
importante fator de progndstico na anélise de sobrevivéncia univariada realizada, tanto no que
diz respeito ao TS (p=0,001) como ao TLD (p=0,001), o que esta de acordo com o revisto por
Hedlund (2008).

O tamanho tumoral variou entre 0,3 a 5,5 cm, 0 que corrobora o descrito por Peleteiro (1994) e
por Hedlund (2008). As massas benignas e as ectasias ductais apresentaram um didmetro médio
menor do que as lesBes malignas, 0 que também esta de acordo em parte com o exposto por
Hedlund (2008). Os casos que demonstraram um tamanho tumoral médio superior a 1,5 cm
foram estatisticamente associados a metastizacdo no momento do diagndstico (p=0,027), a
estadios TNM mais avanc¢ados (p<0,001), a necrose tumoral (p=0,016) e a permeacao vascular
(p=0,002), ou seja, a pior progndéstico, conforme o que a maioria dos autores refere em relacao
a este parametro (MacEwen et al., 1984b; Misdorp, 2002; Lana et al., 2007; Zappulli et al.,
2014). De facto, a anlise de sobrevivéncia revelou que o tamanho médio das massas tumorais
estava associado significativamente com o TS (p=0,001) e o TLD (p=0,001), apesar dos casos
com TM de tamanho médio entre 2 e 3 cm estarem associados a TS e TLD relativamente
superiores aos dos casos com TM de tamanho médio < 2 cm, 0 que podera estar relacionado
com o reduzido tamanho da amostra. E de salientar que ao considerar-se apenas a massa com
maior didmetro, ndo se alcancaram diferengas estatisticamente significativas nos TS (p=0,187)
nem nos TLD (p=0,704), pelo que a informacéo clinica do didmetro médio das diferentes
massas serd mais relevante do que o didmetro da massa de maior dimenséo.

A presenca de metastizacao regional no momento do diagnostico foi observada em 6 (28,6%)
dos casos acompanhados durante este estudo e no unico (4,75%) animal que foi apenas
submetido a necrdpsia, demonstrando a tendéncia destes tumores para metastizarem
relativamente cedo (MacEwen & Hayes, 1984; Misdorp, 2002; Hedlund, 2008; Giménez et al.,
2010; Hughes & Dobson, 2012). No decurso da investigacao, foi possivel analisar 12 metéstases

regionais, presentes em 7 casos, e 11 metastases distantes, presentes em 3 animais. A
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metastizacdo distante ocorreu sobretudo no pulméo (4/11; 36,4%), mas também em locais
menos frequentes, como na supra-renal (2/11; 18,2%), no musculo (2/11; 18,2%), no encéfalo
(1/11; 9,1%), na hipdfise (1/11; 9,1%) e no pancreas (1/11; 9,1%), sendo que na bibliografia
consultada ndo se observou qualquer referéncia a metastizacdo de TMF na hipdfise nem no
pancreas (McEwen & Hayes, 1984; Peleteiro, 1994; Giménez, 2010; Brunetti et al., 2013; Beha
et al. 2014). A presenca de metastizacdo no momento do diagnostico foi associada
significativamente a curtos TS (p=0,012), a curtos TLD (p=0,021), a estadio TNM I11 (p=0,003)
e a sobreexpressdo de HER-2 (p=0,006), o que corrobora com o referido por diversos autores
(MacEwen et al., 1984b; Lana et al., 2007; Roskoski, 2014). Ainda assim, até ha data presente,
aparentemente, nenhum estudo tinha publicado uma associa¢do significativa entre a
sobreexpressdo de HER-2 em TMF e a presenca de metastizacdo no momento do diagnostico.
Os subtipos histolégicos mais frequentemente observados foram o tabulo-papilifero, seguido
do sdlido e do cribiforme, tal como citado pela maioria dos autores (Misdorp et al., 1999;
VSSO, 2008; Morris, 2013). Nao se verificou qualquer associacdo significativa entre os
subtipos histoldgicos e os TS, TLD ou caracteristicas clinicopatologicas desfavoraveis, em
concordancia com o referido pelos proprios autores da classificacdo histolégica dos TMF
(Misdorp et al., 1999). Os TM malignos constituiram 87,7% (50/57) das lesdes observadas nas
GMF, o que evidéncia uma incidéncia concordante com estudos prévios (Peleteiro, 1994;
Misdorp et al., 1999; Misdorp, 2002; Lana et al., 2007; Giménez et al., 2010) e que pode estar
relacionado com (1) o facto da maioria dos donos detetar mais facilmente os TM malignos, (2)
muitas vezes optar por ndo remover 0s TM benignos ou (3) por ndo enviar para analise
histopatoldgica (Peleteiro, 1994). Os 2 TMF benignos analisados (3,5%; 2/57) eram adenomas
simples em vez de fibroadenomas, que sdo 0s mais comumente encontrados nesta espécie, mas,
ainda assim, também numa baixa percentagem de casos, de acordo com Morris (2013).
Ocorreram num animal com 11 anos de idade e noutro com 12 anos, em oposicao ao observado
por Travassos (2006), que encontrou tais lesdes em animais com uma idade média de 7,6 anos.
As lesdes ndo tumorais corresponderam a ectasias ductais e representaram 6,25% (5/80) das
lesdes analisadas, um valor semelhante ao registado por Travassos (2006), que encontrou
alteracOes fibroquisticas em 4,6% (6/130) dos nodulos que estudou. No presente estudo, as
massas ndo neoplasicas foram observadas em 2 animais com 11 anos de idade e num com 14
anos de idade, ao contrario do evidenciado por diferentes autores (VSSO, 2008; Sorenmo,
2011a), incluindo por Travassos (2006), que encontrou tais lesdes sobretudo em animais mais
jovens (com uma idade média de 4,75 anos).

A maioria dos casos apresentou nos TM mais agressivos elevado grau de malignidade (n=17;

81%), 0 que é concordante com o referido na bibliografia (Misdorp et al., 1999; Brunetti et al.,
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2013). Este parametro foi correlacionado estatisticamente com a presenca de necrose (p=0,003)
e subexpressdo de RE-a (p=0,028), o que corrobora com o geralmente descrito na bibliografia.
Contudo, n&o foi significativamente associado com o TS (p=0,514) nem com o TLD (p=0,811),
apesar de ser considerado um importante fator de progndstico por diversos autores (Misdorp &
Weijer, 1980; Travassos, 2006; Lana et al., 2007; Seixas et al., 2008 e 2011; Morris, 2013;
Mills et al., 2014). Tal deveu-se muito provavelmente ao reduzido tamanho da amostra.

A presenca de necrose tumoral traduz um crescimento excessivo ndo acompanhado pela
necessaria angiogénese e foi observada em 14 dos casos de TMF estudados (66,7%). Esta
caracteristica revelou uma associacdo significativa com o estadio TNM avancado (p=0,003),
elevados indices Ki-67 (p=0,047) e um elevado grau de malignidade (p=0,003), sendo assim
correlacionada com pior prognostico tal como descrito na literatura (Weijer & Hart, 1983;
Misdorp, 1999).

Por outro lado, a permeacdo vascular foi detetada em 6 (28,6%) dos casos analisados e
correlacionada com curtos TS (p=0,01), o que estd em conformidade com o exposto por
diferentes autores (Misdorp & Weijer, 1980; Seixas et al., 2007 e 2011; Sorenmo, 2011a;
Zappulli et al., 2014).

O estadio TNM, por sua vez, foi associado significativamente com a realizacdo de
quimioterapia (p=0,047; nenhum caso com estadio 11l ou 1V foi submetido a tal terapéutica),
presenca de necrose (p=0,003; todos os casos no estadio 111 apresentaram necrose tumoral) e
metastizacdo no momento do diagndstico (p=0,003). Contudo, ndo foi correlacionado com o
TS (p=0,052) nem com o TLD (p=0,435), apesar de existir uma clara tendéncia para 0s casos
de TMF no estadio | e Il apresentarem TS e TLD superiores aos dos casos no estadio I, a
semelhancga do referido por Ito et al. (1996), que mencionaram este pardmetro como um
importante fator de prognastico.

Em relacdo a quimioterapia, observou-se uma tendéncia para os animais que foram submetidos
a tal terapéutica terem maiores TS (p=0,085), apesar de ndo se verificarem, praticamente,
diferencas nos TLD (p=0,62), pelo que de facto sdo necessarias mais investigacdes no que diz
respeito a eficacia desta terapéutica nos TMF (Novosad et al., 2006; McNeill et al., 2009). O
nico caso do subtipo HER-2 positivo que foi exposto a terapéutica com doxorrubicina foi o
que apresentou maior TS (16 meses) e maior TLD (9 meses) dos 3 casos HER-2 positivos
detetados, 0 que esta de acordo com o conceito de que este subtipo podera apresentar uma boa
resposta a quimioterapia (Cheang et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). Em Oncologia
Humana, Baird e Caldas (2013) referem que a quimioterapia agressiva revela resultados
dececionantes na tentativa de erradicacdo completa das células neoplasicas, na medida em que

a eliminagdo dos clones quimiosensiveis dominantes apenas aumenta a pressdo seletiva
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intratumoral, conduzindo a consequente selecdo e expansdo de clones quimiorresistentes.
Assim, estes autores sugerem que em vez de se eliminar o maior nimero possivel de células
neoplésicas, deve-se analisar a diversidade oncogenética no espaco e no tempo, de modo a
desenvolverem-se terapéuticas inovadoras que permitam, realmente, evitar a progressao do
tumor (Baird & Caldas, 2013). Em Oncologia Felina, a aplicacdo futura da classificacdo
molecular poderd permitir, pelo menos, no curto prazo, diagnosticar subtipos de pacientes mais
suscetiveis a determinados protocolos quimioterapicos (doxorrubicina nos casos de HER-2
positivos e carboplatina nos casos de Triplo-negativos), a semelhanca do que se tem vindo a
praticar recentemente em Oncologia Humana, sendo essencial o desenvolvimento de
investigacOes nesse sentido (Foulkes et al., 2010; Goldhirsch et al., 2011).

No que diz respeito as caracteristicas imunofenotipicas, confirmou-se a confiabilidade dos
anticorpos monoclonais utilizados na sua avaliacdo (dirigidos contra o RP, RE-a, HER-2 e
Ki-67), através da técnica de IHQ baseada no método indirecto de micropolimeros de enzimas
(Novocastra Novolink Polymer®). Este método apresenta uma enorme capacidade de
amplificacdo, pois revela uma elevada concentracdo de moléculas conjugadas a cada anticorpo,
propiciadoras de visualizacdo (HRP), por molécula de antigénio (Shi et al., 1999; Petrosyan,
Tamayo & Joseph, 2002; Rocha et al., 2009a, 2009b; Ferro, 2013). As indmeras enzimas
existentes no polimero conduzem a uma maior quantidade de cromogéneo precipitado e, por
sua vez, a uma imunomarcacgédo de elevada qualidade, mais intensa e brilhante, pelo que este
método é altamente sensivel, permitindo a detecdo de quantidades infimas de antigénio
membranar ou nuclear. Outra vantagem do mesmo é o facto de implicar um menor nimero de
anticorpos primarios, tornando possivel, assim, a diminuicdo das diluicdes de trabalho, sem
comprometer a detecdo das marcaces, e a diminui¢do das marcagfes inespecificas causadas
pelas reacdes cruzadas (Rocha et al., 2009a, 2009b; Ferro, 2013). Além disso, € um ensaio
rapido, simples e econémico, com poucas etapas, que permitiu a utilizacdo de uma recuperacao
antigénica mais intensa do que a realizada noutras técnicas de IHQ (p.ex. as que recorrem a
avidina-biotina) e, ainda, uma andlise visual facil das amostras de tecidos embebidos em
parafina (Rocha et al., 2009a, 2009b). A sua rapida execucdo diminuiu a probabilidade de
variabilidade intra-laboratorial, fatores de equivocos e repeticbes, e aumentou a
reprodutibilidade e a facilidade de padronizacdo. A maioria dos reagentes foi fornecida pelo
fabricante em formato liquido pronto a aplicar. As laminas SuperFrost® e Starfrost®
asseguraram uma atracdo electroestatica firme das amostras teciduais. Todas estas
caracteristicas aumentaram a qualidade do trabalho desenvolvido e diminuiram o tempo de

execucao.
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A sobreexpressdo de RP foi detetada em 40% (2/5) das lesdes ndo tumorais, em 50% (1/2) dos
TM benignos, em 66,7% (2/3) dos carcinomas in situ e em 58% (29/50) dos TMF malignos
analisados, tendo apresentado uma tendéncia decrescente nas metéstases regionais e distantes,
fendmeno descrito em outros estudos (Millanta et al., 2005a e 2006a; VSSO, 2008; Wiese et
al., 2013). Contudo, Mulas et al. (2002) observaram uma sobreexpressdo de RP em 38,5% dos
TMF malignos que analisaram, uma percentagem mais baixa do que a verificada no presente
estudo e que pode dever-se ao tamanho da amostra, a fase do ciclo éstrico dos animais, a
diferencas na proporcao de felinos submetidos a ovariectomia ou a OVH, a diferencas nas taxas
de administracdo de progestagénios e a varidveis pré-analiticas, analiticas ou pds-analiticas
relacionadas com a técnica de IHQ (Burrai et al., 2010). Neste trabalho, tal sobreexpresséo foi
significativamente associada ao subtipo Luminal B (p=0,001). Por outro lado, constatou-se que
0s animais com TM que manifestavam sobreexpressdo de RP revelaram TS superiores aos que
ndo sobreexpressaram este recetor (24,5 meses versus 15,67 meses; p=0,223), 0 que é
consistente com os dados fornecidos pela literatura sobre o tema (Millanta et al., 2005a e 2006a;
Hughes & Dobson, 2012). Modifica¢fes pos-traducionais mantém um intenso controlo sobre
as funcdes destes recetores, pelo que a compreensdo detalhada dos seus mecanismos
subjacentes pode conduzir a descoberta de terapéuticas seletivas Uteis para as patologias em
que a progesterona através dos RP é critica, como é o caso dos TMF (Abdel-Hafiz
& Horwitz, 2014). Eventuais terapéuticas dirigidas contra a progesterona podem ter como
objetivo p.ex. inibir (1) a sua atividade de ligacdo ao ADN ou (2) as suas interacdes com 0s
reguladores, (3) modificar a estabilidade de fatores de regulacdo e (4) alterar a sua localizacao
celular (Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014).

A sobreexpressdo de RE-a ndo foi evidenciada nos 2 TMF benignos estudados, mas foi
observada em 42% (21/50) dos TMF malignos examinados, o que € contrario ao referido por
diferentes autores, que afirmam existir uma diminuicdo da expressdo destes recetores dos
tecidos mamarios normais felinos para os TMF benignos e, sobretudo, para os TMF malignos
(Hamilton et al., 1976; Mulas et al., 2000b; Millanta et al., 2005a e 2006a; Akkoc et al., 2012;
Hughes & Dobson, 2012; Maniscalco et al., 2012), o que se deve muito provavelmente ao
reduzido tamanho da amostra de TMF benignos. Millanta et al. (2005a) verificaram uma
sobreexpresséo de RE-o em apenas 6,3% (6/53) dos TMF malignos que investigaram, enquanto
Mulas et al. (2002) detetaram tal sobreexpressdo em cerca de 19,25% dos TMF malignos que
analisaram, percentagens claramente inferiores a observada neste trabalho, o que pode ser
justificado uma vez mais com os tamanhos das amostragens, fase do ciclo éstrico dos felinos
acompanhados no mesmo, diferencas na propor¢éo de felinos submetidos a ovariectomia ou

OVH, administracdo de progestagénios e a variaveis relacionadas com o método IHQ (Burrai
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et al., 2010). Nesta investigacdo, a imunomarcacao negativa para 0 RE-a na lesdo neoplasica
com caracteristicas mais agressivas foi significativamente associada a elevado grau de
malignidade (p=0,028; 15 dos 16 casos que subexpressaram RE-a no TM mais agressivo
apresentaram elevado grau de malignidade), a tumores de maior diametro (p=0,025) e a
elevados indices Ki-67 (p=0,045). Apesar da imunomarcacdo para 0 RE-o ndo estar
estatisticamente correlacionada com os TS e TLD, os animais com sobreexpresséo de RE-a
revelaram TS e TLD médios superiores aos que ndo sobreexpressaram este recetor (40 meses
versus 18,18 meses, e 17 meses versus 10,45 meses, respetivamente), semelhante ao descrito
noutros estudos (Millanta et al., 2005a e 2006a; Hughes & Dobson, 2012; Maniscalco et al.,
2012). Tanto os TM humanos como os TM caninos que sobreexpressam RE-a ¢/ou RP tém sido
associados a um comportamento clinico mais favoravel e, logo, a melhor progndstico (Gama et
al., 2008; Nisa, Bhurgri, Raza & Kayani, 2008; Onitilo et al., 2009; Eroles et al., 2012; Im et
al., 2013). Contudo, o valor dos RH como fatores de prognostico isolados ainda é incerto em
Medicina Veterinaria, como também demonstram os resultados desta investigacdo (Mulas et
al., 2000b; Millanta et al., 2005a, 2006a; Gama et al., 2008).

Assim sendo, neste estudo observou-se uma percentagem consideravel de TMF malignos que
sobreexpressavam RE-a, contrariamente ao que a maioria dos autores refere, mas ainda assim
evidentemente mais baixa do que a observada nos TM humanos (70 a 80%) (Zafrani et al.,
2000; Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Wiese et al., 2013). Nao obstante, a sobreexpressao de
RP foi relativamente superior & sobreexpressdo de RE-o e a expressdo destes recetores
hormonais diminuiu (principalmente a de RE-a) nas metastases regionais e distantes, o que
corrobora com a descricgéo feita por diversos autores (Lana et al., 2007; VSSO, 2008; Wiese et
al., 2013). Portanto, este estudo sugere que terapéuticas anti-hormonais podem proporcionar
um beneficio clinico significativo nos casos de TMF, na medida em que 58% dos TMF
malignos sobreexpressaram RP e 42% sobreexpressaram RE-a, 0 que pode explicar
inclusivamente a resisténcia de uma percentagem consideravel dos TMF a quimioterapia, de
um modo semelhante ao que se passa nos TM humanos (Millanta et al., 2005a; De Abreu et al.,
2013; Patani et al., 2013). Assim sendo, futuras investigacOes prospetivas acerca do valor
prognostico e preditivo do RE-a, incluindo o estudo de protocolos terapéuticos baseados na
administracdo de antagonistas dos RH, em TMF, serdo muito importantes (Millanta et al.,
2005a). Contudo, € necessario ter em atencdo que a maioria dos tumores malignos analisados
foi RP*/RE-o7, a semelhanca dos resultados obtidos por Mulas et al. (2002), e que existe a
suspeita de tais tumores estarem associados a falso-positivos ou falso-negativos (lbrahim et al.,
2008; Itoh et al., 2014). Ainda assim, Osborne et al. (1980) afirmam que, aproximadamente,

46% dos TM humanos negativos para 0s RE-a. e positivos para os RP respondem relativamente
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bem a terapéuticas anti-hormonais, pelo que o mesmo pode ocorrer nos TMF. A sobreexpressao
de RP associada a subexpressdo de RE-a pode ser explicada por (1) efeito mitogénico da
progesterona em células mamarias previamente estimuladas pelo estrogénio, cuja expresséo dos
recetores diminui mais drasticamente com a evolucdo da doenca neoplasica (Millanta et al.,
2005a; David, 2010), (2) a progesterona estar relacionada com um mecanismo de
autorreparacdo celular (Thurdczy et al., 2007), (3) a progesterona poder ser preponderante nas
alteracOes epiteliais-estromais responsaveis pela progressdo dos TMF (Mulas et al., 2002;
Kariagina et al., 2013), (4) a biossintese do estrogénio ser estimulada p.ex. por EGF, COX-1 e
COX-2 (Richards et al., 2002), e induzir a expressao de RP (Horwitz et al., 1978), o que pode
conduzir a instabilidades genéticas que culminam na sobreexpressdo de HER-2 que, por sua
vez, inibe posterior e progressivamente a producdo de RE-a (bem como mais tarde dos préprios
RP) (Harari & Yarden, 2000; Daniel et al., 2007; Lange, 2008; Asselin-Labat et al., 2010), (5)
0s RE localizarem-se também a nivel do citoplasma, aparelho de Golgi e membrana celular,
sendo que tais recetores nesses locais celulares sé&o desconsiderados na avaliagdo IHQ
(Prossnitz et al., 2007), (6) ativacdo constitutiva (independente de estrogénio) de RE-a que
promove a sobreexpressdo de RP (Lee et al., 2001; Yamaguchi, 2007; Vuong et al., 2014) e (7)
a propria progesterona estimular a producéo de células estaminais Triplo-negativas e predispor
a alteracGes genéticas especificas, que podem ser responsaveis pela subexpressdo de RE-a
(Goepfert et al., 2000; Horwitz et al., 2008; Joshi et al., 2010; Obr & Edwards, 2012).

A sobreexpressdo de HER-2 nas massas analisadas foi observada em 20% (1/5) das lesdes ndo
tumorais, em nenhum dos 2 TMF benignos, em 46% (23/50) dos TMF malignos, em 41,7%
(5/12) das metéstases regionais e em 27,3% (3/11) das metastases distantes. Ao considerar-se
apenas 0 TM com caracteristicas mais agressivas constatou-se uma sobreexpressao de HER-2
em 42,9% (9/21) dos casos clinicos acompanhados. Rasotto et al. (2011) verificaram uma
sobreexpressdo de HER-2 em 6,8% (5/73) das lesGes ndo tumorais que estudaram, ou seja,
numa percentagem muito menor do que a obtida nesta investigacdo, mas também numa
amostragem muito superior; e em 10% (1/10) dos TMF benignos que examinaram, uma
percentagem superior a constatada neste trabalho, o que podera estar relacionado com a
reduzida amostra de TMF benignos do mesmo. De Maria et al. (2005) também observaram
sobreexpressdo de HER-2 em TMF benignos e Ross et al. (2003) referem que tal
sobreexpressdo em TM humanos benignos esta associada a um maior risco de desenvolvimento
de TM malignos. Brunetti et al. (2013) detetaram sobreexpressao de HER-2 em 76,2% (16/21)
dos casos de TMF malignos que acompanharam e em 66,7% (14/21) das metastases regionais
que analisaram, percentagens consideravelmente superiores as verificadas no presente estudo.

Por outro lado, Santos et al. (2013) confirmaram sobreexpresssdo de HER-2 em 47,6% (8/17)
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dos TMF malignos, em 50% (2/4) das metastases regionais e em 37,5% (3/8) das metastases
distantes que submeteram a IHQ, percentagens semelhantes as obtidas neste trabalho. De facto,
em 7 estudos sobre o papel de HER-2 nos TMF (De Maria et al., 2005; Winston et al., 2005;
Millanta et al., 2005b; Ordés et al., 2007; Rasotto et al., 2011; Soares et al., 2013; Santos et al.,
2013) constata-se que os resultados relativos a sobreexpressao de HER-2 nos TM desta espécie
s&o muito dispares, variando entre uma media de 5,5% (Rasotto et al., 2011) e uma mediana de
92,5% (Winston et al., 2005). Os valores mais proximos aos da presente investigacdo foram os
obtidos por De Maria et al. (2005), Ordas et al. (2007) (ambos utilizaram o anticorpo A0485,
dirigido contra o dominio intracelular) e Santos et al. (2013) (ja citados, recorreram ao anticorpo
CBL11, dirigido também contra o dominio intracelular), respetivamente 41,6% (15/36), 40%
(12/30) e 47,6% (8/17). A discrepancia de resultados relativos a expressdo de HER-2, observada
entre os diferentes estudos, tem sido amplamente justificada por varidveis pré-analiticas,
analiticas, pds-analiticas e pelo tamanho da amostra, sendo assim, muito importante a
padronizacdo da avaliacdo deste biomarcador em Oncologia Felina (Soares et al., 2012, 2013;
Maniscalco et al., 2013; Santos et al., 2013). O anticorpo CB11, utilizado neste trabalho, e 0
A0485 aparentam conduzir a resultados mais fidedignos devido a terem como alvo o dominio
intracelular do HER-2, pois o seu dominio extracelular muitas vezes sofre alteracdes
conformacionais induzidas pelo formol que impedem a ligagcéo de anticorpos dirigidos contra
0 mesmo e, por vezes, ocorrem alteracdes genéticas que conduzem a auséncia deste dominio e
a ativacdo constitutiva de HER-2 (forma truncada p95) (Soares et al., 2012; Santos et al., 2013).
Na mulher, ocorre sobreexpressao de HER-2 em média em cerca de 20 a 30% (recentemente
alguns autores referem em 15%; com um intervalo de 9 a 74%) dos casos de TM, um valor
relativamente mais baixo do que o observado nos TMF e que pode estar relacionado com o
facto destes Ultimos serem mais agressivos (Slamon et al., 1987, 1989; Martinez-Arribas et al.,
2005;Wolff et al., 2007 e 2013; Patani et al., 2013; Roskoski, 2014; Russell, 2014).

Em relacdo a associacdo entre a sobreexpressio de HER-2 e as caracteristicas
clinicopatoldgicas, apenas se verificou um resultado estatisticamente significativo no que diz
respeito a presenca de metastizacdo no momento do diagndstico (p=0,006), o que ja foi
amplamente descrito no caso dos TM humanos (Slamon et al., 1987; Ross et al., 2009;
Roskoski, 2014). Um dos mecanismos associado ao comportamento invasivo induzido pelo
HER-2 esta relacionado com a fosforilagdo das cateninas desencadeada pela atividade do
mesmo, 0 que desregula o complexo caderina/catenina, diminuindo a adesao celular (Hajra &
Fearon, 2002). Apesar de ndo se verificar uma correlacdo significativa, 8 dos 9 felinos que
sobreexpressaram HER-2 nos TM com caracteristicas mais agressivas, subexpressavam RE-a

(p=0,178), 0 que corrobora a ideia do HER-2 suprimir a expressdo de estrogénio e vice-versa
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(Harari & Yarden, 2000). Até ha data, aparentemente, a sobreexpressao de HER-2 nos TMF
apenas tinha sido correlacionada com elevado grau de malignidade (p=0,011) e subexpressdo
de recetores hormonais (p=0,046), por Ordas et al. (2007).

No que diz respeito a analise de sobrevivéncia, os casos que sobreexpressaram HER-2 nos TM
mais agressivos foram associados significativamente a curtos TS (12,2 meses versus 29,9
meses; p=0,009) e a curtos TLD (5,6 meses versus 15,5 meses; p=0,003). Passados 12 meses
da mastectomia, apenas 60% das gatas com imunomarcagédo positiva para 0 HER-2 estavam
vivas, enquanto 90% dos casos com TM HER-2 negativos permaneciam vivos. Nenhum dos
animais com sobreexpressdo de HER-2 estava livre de doenca oncoldgica 12 meses apods a
cirurgia, ao passo que 40% dos animais com TM HER-2 negativos estavam livres de doenga
neoplésica depois de tal periodo de tempo. Estes dados sugerem o elevado potencial deste
biomarcador como fator de prognéstico em TMF e evidencia a importancia do desenvolvimento
de terapéuticas anti-HER-2 em Oncologia Felina. Na bibliografia consultada, apenas Millanta
et al. (2005b) associaram estatisticamente a sobreexpressdo de HER-2 nos TMF a TS mais
curtos (14,6 meses versus 18,7 meses; p=0,02), ndo existindo, supostamente, nenhuma
referéncia aos TLD. Porém, Rasotto et al. (2011) ndo verificaram qualquer relacdo com o TS
um ano apos a cirurgia e Santos et al. (2013) detetaram, inclusivamente, uma associacdo entre
a sobreexpressdo do ARNm relativo ao HER-2 e melhor progndstico, pelo que além de
existirem poucos estudos sobre esta tematica, os dados observados sdo discordantes, 0 que
reforca a importancia dos resultados alcangados no presente trabalho. Na cadela, a sua
amplificacdo e/ou sobreexpressdo também tem sido identificada e correlacionada com pior
progndstico (Ahern, Bird, Bird & Wolfe, 1996; Mulas, Ordéas, Millan, Fernandez-Soria & Cajal,
2003; Im et al., 2013). Contudo, Gama et al. (2008) associou a sua sobreexpressdo a melhor
prognostico, algo que justificaram com base no reduzido nimero de casos avaliados. Na mulher,
0 HER-2 é um dos principais biomarcadores em Oncologia Mamaria, sendo reconhecido
amplamente como um fator de progndstico relacionado com curtos TS e TLD (Slamon et al.,
1987; Perou et al., 2000; Serlie, T. et al., 2001; Roskoski, 2014; Russell, 2014). Além disso, 0s
TM humanos que sobreexpressam HER-2 tém sido associados de forma consistente a maiores
didmetros tumorais, elevados graus de malignidade, maiores indices de proliferacdo celular,
aumento da angiogénese, presenca de metastizacdo e subexpressdo de recetores hormonais
(Slamon et al., 1987, 1989; Martinez-Arribas et al., 2005; Travassos, 2006; Wolff et al., 2007;
Ross et al., 2009; Patani et al., 2013; Roskoski, 2014; Russell, 2014), o que corrobora em parte
com as informagdes recolhidas nesta investigagdo acerca dos TMF. Portanto, estes tumores tém,
realmente, um enorme potencial no estudo oncolégico comparativo (Misdorp & Weijer, 1980;

De Maria et al., 2005; Burrai et al., 2010; Santos et al., 2012). Porém, os TMF tém sido
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constantemente associados a auséncia de amplificacdo do gene HER-2/neu, contrariamente ao
observado em Oncologia Mamaria Humana, em que € a principal causa de sobreexpressao de
HER-2 (De Maria et al., 2005; Ordas et al., 2007; Soares et al., 2013). Assim, em Oncologia
Felina surge o desafio de se padronizarem métodos alternativos que comprovem a
sobreexpressdo de HER-2 nos casos duvidosos (2+), ja que o principal método utilizado em
Oncologia Humana é a técnica de FISH que analisa a amplificagdo do referido gene (Ross et
al., 2009). Neste estudo, a imunomarcagao de HER-2 apresentou uma graduagdo de “2+” em 7
casos e de “3+” em 2 casos, tendo-se considerados positivos todos estes 9 casos. Brunetti et al.
(2013) observaram tal imunomarcac¢ao com uma graduacao de “2+” em 10 casos e de “3+” em
6 casos, sendo que também consideraram positivos todos esses respetivos 16 casos.

Nos TMF, as principais causas de sobreexpressédo de HER-2 podem estar relacionadas com a
sobreexpressdo de microARN (apesar de ainda ndo existirem, supostamente, estudos sobre 0s
mesmos nesta espécie) que induzem a expressao do respetivo oncogene HER-2/neu, com
variantes de splicing alternativo ou com mutagdes genéticas que possam induzir a sua producdo
e ativacdo independente de ligando. A sobreexpressdo desta proteina revela-se oncogénica por
conduzir a uma hiperactivacdo das respetivas vias de sinalizacdo em que estd envolvida
(principalmente a RAS/MAPK e a PIK3/AKT), o que conduz a uma intensa diminuicdo da
apoptose e a uma excessiva angiogénese, sobrevivéncia, migracdo e proliferacdo celular
(Prenzel et al., 2001). Tal facto esta provavelmente relacionado com (1) a consequente inducéao
da formacédo espontanea de homodimeros ativos (Lonardo et al., 1990; Yarden & Sliwkowski,
2001), (2) aumento da disponibilidade para a formacao de heterodimeros (Kokai et al., 1989;
Wallasch et al., 1995), (3) desaceleracdo das taxas de dissociacdo dos ligandos (Wada et al.,
1990; Karunagaran et al., 1996), (4) diminuicdo da velocidade de endocitose e da taxa de
internalizacdo dos HER (Sorkin et al., 1993; Harari & Yarden, 2000), (5) aumento da taxa de
reciclagem dos heterodimeros que o incluem (Worthylake et al., 1999), (6) reducdo da sua
degradacédo lisossomal (Worthylake et al., 1999), (7) inducdo desregulada da proliferagéo
celular por concentragcbes muito baixas de ligandos (Lodish et al., 2005) e (8) predisposi¢édo
para a instabilidade genética e consequentes mutacGes (Harari & Yarden, 2000; Prenzel et al.,
2001).

Os subgrupos mais comuns obtidos pela expressdo destes trés imunomarcadores foram o
RP*/RE-o;//HER-2" (7/21; 33,33%) e 0 RP*/RE-a’/HER-2* (5/21; 23,8%), 0 que coincide com
o facto de a literatura referir que estes tumores tendem a ser estrogénio-independentes (Hughes
& Dobson, 2012). Estes dados estdo, provavelmente, intimamente relacionados com a
passagem gradual de dependéncia endocrina para dependéncia de fatores de crescimento pela

qual os TMF passam, a semelhanca dos seus homdélogos humanos (Lange et al., 1998; Harari
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& Yarden, 2000). Inicialmente, a sobreexpressdao de RE-o induz a sobreexpressdo de RP e
suprime a expressdo de HER-2 (Pietras et al., 1995; Tang et al., 1996; Lange, 2008). Contudo,
a sobreexpressdo de RP tende a estimular a expressdo de HER-2 que, por sua vez, vai inibir a
expressdo de RE-a e a longo prazo provoca, inclusivamente, a subexpressdo dos proprios RP
(Lange et al., 1998; Harari & Yarden, 2000). A sobreexpressdo de HER-2 aumenta a
instabilidade genética, o que, por fim, pode induzir o perfil Triplo-negativo observado mais
frequentemente nas metéstases regionais e distantes. Nos TM humanos, 0s subgrupos mais
frequentes sdo 0 RP*/RE-a/HER-2" (40%) e 0 RP"/RE-0//HER-2" (30%), o que reflete o facto
dos TM nesta espécie perderem a sua dependéncia endocrina mais tardiamente e serem, assim,
menos agressivos do que na espécie felina (Rutteman, Blankenstein, Minke & Misdorp, 1991,
van de Vijver, 2014).

A concordancia individual destes 3 imunomarcadores nas diferentes massas tumorais presentes
em cada felino, foi detetada em 47,6% dos casos (10/21), respetivamente, o que deste logo
transmite a importancia da execucdo da andlise IHQ em todas as massas presentes, a
semelhanca do que ja é aconselhado para a analise histopatoldgica (o subtipo histologico foi
concordante em 8 casos — 38,1%; e o grau de malignidade em 10 casos — 47,6%), de modo a
aumentar a eficacia clinica, a otimizar os protocolos terapéuticos, a emitir-se prognosticos mais
precisos e a reduzir os custos com tratamentos inadequados (Hedlund, 2008; Aitken et al.,
2010). Ao considerar-se apenas as massas presentes na mesma cadeia mamaria, verificou-se
uma concordancia de 61,9% (13/21) em relacdo ao RP e de 42,86% (9/21) no que diz respeito
a0 RE-o e ao HER-2. Ao comparar-se a imunoexpressdo nos TM primarios com a das
metastases regionais, constatou-se uma homogeneidade superior da expressdo de RE-a
(85,71%; 6/7) e de HER-2 (57,14%; 4/7), do que da expressdo de RP (42,86%; 3/7). Algo
semelhante observou-se em relacdo as metastases distantes, com a imunorreatividade do RE-a
a ser concordante em 100% (3/3) dos casos e a do HER-2 a ser concordante em 66,7% (2/3)
dos casos, enquanto a do RP foi discordante nos 3 casos. Aparentemente, ndo existe nenhum
estudo publicado que tenha analisado especificamente a concordancia destes imunomarcadores
nas diferentes massas neoplasicas de felinos com TM. Brunetti et al. (2013) referem que
observaram uma tendéncia para a concordancia global em relacdo a expressdo dos
imunomarcadores individuais entre 0s tumores primarios e as metastases regionais, em
particular do HER-2, mas ndo mencionam percentagens. Contudo, os dados obtidos nesta
investigacdo sdo consistentes com os resultados publicados por Broom et al. (2007) e por
Bogina et al. (2011), onde a discordancia da expressao de RP foi particularmente evidente entre
0os TM priméarios humanos e as respetivas metéastases. Em Oncologia Mamaria Humana,

observa-se em média uma concordancia entre 53,1% a 85% relativamente a imunoexpressao
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dos recetores hormonais nos TM primarios e nas metastases (Franco et al., 2004; Lower et al.,
2005; Simmons et al., 2009; Aitken et al., 2010), e entre 74% a 93% no que diz respeito a
imunomarcacao de HER-2 (Fehm et al., 2004; Regitnig et al., 2004; Broom et al., 2007; Ross
et al., 2009; Simmons et al., 2009; Saghir et al., 2011). Estes valores, sS40 um pouco superiores
aos obtidos nos TMF analisados, o que esta muito provavelmente relacionado com o facto dos
felinos apresentarem um numero superior de GM e, consequentemente, mais massas
neoplasicas mamarias diagnosticadas em estadios diferentes e maior discordancia
imunofenotipica entre as mesmas.

No que concerne a imunorreatividade para o Ki-67, esta foi positiva em todas as massas em que
foi analisada, com marcacao nuclear moderada a forte, & semelhanca do referido por diferentes
autores (Castagnaro et al., 1998b; Morris et al., 2008; Yerushalmi et al., 2010; Dowsett et al.,
2011). Os respetivos indices de proliferacdo foram mais elevados sobretudo nas metastases
regionais (média de 24,63+13,56%; mediana=22,55%; intervalo entre 8,3-48%) e nas lesbes
ndo tumorais mamarias (média de 23,98+15,38%; mediana=16%; intervalo entre 10-46%),
apesar destas Ultimas apresentarem um didmetro médio relativamente reduzido, o que pode
estar relacionado com células que ndo completaram o ciclo mitético e sofreram apoptose (Liu,
Edgerton, Moore & Thor, 2001). Estudos prévios também observaram indices proliferativos
elevados em lesdes ndo tumorais, principalmente, em hiperplasias fibroadenomatosas
(Millanta, Lazzeri, Mazzei, Vannozzi & Poli, 2002a; Pereira et al., 2004). O indice Ki-67 médio
dos TMF malignos analisados foi de 19,09+10,64% (mediana=17,1%; intervalo entre 3,9-43%),
valor préximo ao descrito por Pereira et al. (2004) (entre 18,8% e 20,5%, consoante o tipo
histoldgico) e por Millanta et al. (2002a) (18,7%), mas mais baixo do que o referido por
Castagnaro et al. (1998b) (24,8%; intervalo entre 7,5-49,7%) e por Rasotto et al. (2011) (29,8%;
intervalo entre 0-49,3%). Verificou-se uma tendéncia para um aumento dos indices Ki-67 de
acordo com a presenca de metastizacdo, o aumento do grau de malignidade e do estadio TNM,
apesar de ndo se observarem valores estatisticamente significativos, conforme estudos prévios
reportaram (Castagnaro et al., 1998b; Pereira et al., 2004; Morris et al., 2008). Os animais que
apresentaram indices Ki-67 médios superiores a 20% foram associados estatisticamente com a
presenca de permeacéo vascular (p=0,018), subexpresséo de RE-a (p=0,045), maior tamanho
médio das massas tumorais (p=0,035) e menores TLD (5,8 meses versus 15,4 meses; p=0,035),
0 que reflete 0 maior risco de surgirem novas mutacdes e/ou clones de células neoplasicas com
maior agressividade oncobioldgica (Preziosi et al., 2002; Travassos, 2006). Burrai et al. (2010)
também correlacionaram a expressao de Ki-67 com a subexpressdo de RE-a e, inclusivamente,
com o grau de malignidade. Castagnaro et al. (1998b) e Seixas et al. (2011) verificaram uma

associacdo significativa entre indices de Ki-67 elevados e TS mais curtos, mas nenhuma
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correlagdo com os TLD. Por outro lado, Millanta et al. (2002a) e Preziosi et al. (2002) ao
avaliarem o potencial do indice Ki-67 como fator progndstico, ndo detetaram qualquer
associacdao com os TS. Mais uma vez, as discrepancias entre os estudos podem dever-se a falta
de padronizacdo do protocolo IHQ, o que implica diversas variacfes pré-analiticas, analiticas e
pos-analiticas, a diferencas no método de acompanhamento dos casos, tamanho da amostra e a
exclusdo de tumores de baixo grau de malignidade em alguns estudos (Preziosi et al., 2002).
Nos TM humanos, indices de Ki-67 elevados estdo correlacionados com um maior grau de
malignidade, metastizacdo regional, permeacdo vascular, maiores tamanhos tumorais,
subexpressdo de RE-a, sobreexpressdo de HER-2, maior risco de recidivas, pior resposta a
terapéuticas hormonais, maiores beneficios clinicos de terapéuticas quimioterapicas, curtos TS
e TLD (Lehr et al., 1999; Shoker et al., 1999; Bottini et al., 2001; Burrai et al., 2010;
Yerushalmi et al., 2010; Dowsett et al., 2011; Inwald et al., 2013; Patani et al., 2013).

Posto isto, no presente estudo, para além de se demonstrar a heterogeneidade imunofenotipica
dos TMF, verificou-se que a classificagdo molecular dos mesmos apresenta semelhangas com
a observada em TM humanos. Nos TMF analisados foram identificados os quatro subtipos
moleculares mais comuns em Oncologia Mamaria Humana, através da realizacao de protocolos
de IHQ para avaliacdo da expressdo de RE-a, RP, HER-2 e Ki-67, e da aplicacdo do algoritmo
utilizado em oncologia humana, recomendado no consenso internacional de especialistas em
cancro de mama (Goldhirsch et al., 2011). Constatou-se que o subtipo mais prevalente nos TMF
primarios mais agressivos (com grau de malignidade mais elevado, maior tamanho e indices
Ki-67 superiores) foi o Luminal B (n=16; 76,2%), seguido do HER-2 positivo (n=3; 14,3%),
Luminal A (n=1; 4,75%) e Triplo-negativo (n=1; 4,75%). Nas metastases regionais com
caracteristicas mais agressivas, o subtipo mais comum foi também o Luminal B (n=4; 57%),
mas verificou-se um notério aumento relativo de perfis associados a pior prognostico,
nomeadamente do Triplo-negativo (n=2; 29%) seguido, entdo, do HER-2 positivo (n=1; 14%).
Em relacdo as metastases distantes mais agressivas (n=3) observou-se apenas a prevaléncia dos
subtipos classificamente mais desfavoraveis: Triplo-negativo (n=2; 66,7%) e HER-2 positivo
(n=1; 33,3%).

Brunetti et al. (2013) ndo chegaram a observar qualquer caso do subtipo Luminal A, mas
também verificaram que o subtipo mais prevalente foi o Luminal B (n=11; 52,4%), seguido do
HER-2 positivo (n=8; 38,1%) e do Basal-like (n=2; 9,5%), nos 21 casos de TMF que estudaram,
ou seja, obtiveram resultados semelhantes aos do presente trabalho. Nas metéstases regionais,
notaram uma maior incidéncia do subtipo HER-2 positivo (n=16; 76,2%), seguido do Basal-
like (n=3; 14,3%) e do Luminal B (n=2; 9,5%), constatando um aumento mais expressivo dos

subtipos mais agressivos, 0 que pode estar relacionado com o facto de terem analisado um maior
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numero de metastases regionais. Muscatello et al. (2015), por sua vez, também comprovaram
uma prevaléncia dos subtipos Luminal B (60%; 3/5) e HER-2 positivo (40%; 2/5) nos 5 casos
de TMF priméarios que acompanharam. Por outro lado, Beha et al. (2014) apenas detetaram o
imunofenotipo HER-2 positivo nos 3 casos de TMF primarios que estudaram, sendo que nas
respetivas metastases também verificaram a prevaléncia do fenétipo HER-2 positivo e Basal-
like. Wiese et al. (2013) e Caliari et al. (2014) observaram sobretudo perfis Triplo-negativos
nos casos de TMF primarios que analisaram, resultados que contrastam com os obtidos nesta
investigacao.

Nas cadelas, Gama et al. (2008) observaram principalmente TMF do subtipo Luminal A (n=43;
44,8%), seguidos do Basal-like (n=28; 29,2%), Luminal B (n=13; 13,5%) e HER-2 positivo
(n=8; 8,3%) nos 96 casos que estudaram, mas utilizaram um conjunto de imunomarcadores e
um algoritmo diferente do aplicado no presente estudo (p.ex. ndo avaliaram a expressao de RP),
0 que compromete a viabilidade de possiveis comparagdes. Por sua vez, Sassi et al. (2010)
identificaram como o subtipo mais prevalente o Luminal B (49%; 22/45), seguido do Luminal
A (29%; 13/45) e do Triplo-negativo (22%; 10/45), ndo observando casos de TM caninos
HER-2 positivos. Ainda com respeito as cadelas, Beha et al. (2012) também referiram que 0s
subtipos mais comuns nos TM primarios dos 20 casos que investigaram foram o Luminal A
(40%; 8/20) e o Luminal B (35%; 7/20), seguidos do Basal-like (15%; 3/20) e do HER-2
positivo (10%; 2/20); enquanto nas metastases regionais também verificaram uma evolugédo
fenotipica para perfis associados a pior prognostico, pois o mais prevalente foi o
Triplo-negativo (30%; 6/20) e 0 HER-2 positivo duplicou a sua incidéncia (20%; 4/20). Im et
al. (2013) verificaram uma maior prevaléncia nos TM caninos que investigaram do subtipo
Luminal A (44%; 70/159), seguido do Luminal B (22,6%;36/159), Basal-like (24,5%; 39/159),
HER-2 positivo (5,7%; 9/159) e Normal-like (3,1%; 5/159). Nas mulheres, observam-se
sobretudo TM primarios do subtipo Luminal A (50%-60%) (Goldhirsch et al., 2011; De Abreu
et al., 2013). Assim, tanto nas mulheres como nas cadelas verifica-se uma maior prevaléncia
dos subtipos associados a melhor prognostico (Luminais), enquanto nas gatas alguns estudos
sugerem maior tendéncia relativa para surgirem mais frequentemente os subtipos associados a
pior prognostico (Triplo-negativo e HER-2 positivo) (Vallejos et al., 2010; Park et al., 2012;
Beha et al., 2012; Wiese et al., 2013; Beha et al., 2014; Caliari et al.,2014). Contudo, no
presente trabalho e nos desenvolvidos por Brunetti et al. (2013) e por Muscatello et al. (2015),
0 subtipo mais prevalente nos TMF analisados foi o Luminal B seguido do HER-2 positivo, 0
que sugere que uma elevada percentagem de felinos com TM pode vir a beneficiar de
terapéuticas anti-hormonais (p.ex. 1A ou SERM) e anti-HER-2 (Goldhirsch et al., 2011). As

terapéuticas anti-hormonais nesta espécia muito provavelmente devem ser associadas a OVH,
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de modo a evitar os possiveis efeitos secundarios de tais tratamentos, a semelhanca do que esta
recomendado para as cadelas (Tavares et al., 2010; Beha et al., 2012).

No entanto, ao realizar-se a classificacdo molecular dos TMF, é clinicamente importante ter em
atencdo que nos TM humanos os resultados obtidos pela técnica de IHQ representam apenas
uma aproximacao aos alcangados através dos respetivos microarrays de ADNc (Serlie et al.,
2001; Nielsen et al., 2004; Prat & Perou, 2011). Os subtipos Luminal A e Luminal B podem
incluir até 5% e 7% de TM Triplo-negativos, respetivamente (Prat & Perou, 2011). Por outro
lado, o subtipo HER-2 positivo pode incluir até 33% de casos negativos para 0 HER-2, enquanto
o subtipo Triplo-negativo pode incluir 5% de casos Luminais A, 6% de casos Luminais B e 9%
de casos HER-2 positivos (Prat & Perou, 2011).

Em relagdo a homogeneidade dos fendtipos moleculares das diferentes massas presentes em
cada animal, verificou-se uma concordancia em 81% (17/21) dos casos no que diz respeito as
lesGes que surgiram na mesma cadeia mamaria (direita ou esquerda). Ao considerar-se o perfil
molecular dos diferentes TM primarios presentes no momento do diagndéstico, observou-se uma
condordancia de 76,2% (16/21), sendo que ao incluirem-se os TM que surgiram apds 0
diagnostico identificou-se uma concordancia de 62% (13/21). Aparentemente, ndo existem
estudos publicados que tenham analisado a homogeneidade molecular dos diferentes TMF
primarios de modo a realizar-se uma analise comparativa com os mesmos. Por outro lado, a
concordancia entre 0 TM primario mais agressivo e as respetivas metastases regionais foi de
57,14% (4/7), percentagem idéntica a observada por Brunetti et al. (2013) (57,1%; 12/21) e
proxima da identificada por Beha et al. (2014) (66,7%; 2/3). Nas cadelas, Beha et al. (2012)
detetaram tal concordancia em 65% (13/20) dos casos que estudaram, semelhante a observada
nos TMF. Em Oncologia Mamaria Humana, Wiechmann et al. (2009) evidenciaram uma
concordancia de 77,4% entre os subtipos moleculares dos diferentes TM primarios. Nas
metéstases distantes, ndo se verificou manutencdo do subtipo molecular em nenhum dos trés
casos estudados, ao contrario do observado por Beha et al. (2014) que verificaram uma
concordancia nos trés casos que analisaram. Ao considerarem-se todas as massas presentes em
cada felino acompanhado clinicamente, detetou-se uma concordancia fenotipica em 47,6%
(10/21) dos casos, pelo que sempre que possivel deve-se analisar o perfil molecular de todas as
massas neoplasicas, incluindo recidivas e metastases, de modo a otimizar-se a terapéutica e a
emitir-se um prognostico assertivo (Wu et al., 2008; Simmons et al., 2009; Beha et al., 2012;
Brunetti et al., 2013; Beha et al., 2014). Numa situacdo em que tal ndo seja possivel, deve-se
ter em mente que a probabilidade de concordancia fenotipica é superior nas massas que surgem
na mesma cadeia mamaria e no momento do diagnostico, diminuindo consideravelmente nas

recidivas, nas metastases regionais e, principalmente, nas metastases distantes.
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Os TMF, a semelhanca dos TM caninos e dos TM humanos, demonstram uma evidente
tendéncia para apresentarem fen6tipos mais agressivos nas metéstases regionais e distantes
(Foulkes et al., 2010; Beha et al., 2012 ; Fountzilas et al., 2012 ; Brunetti et al., 2013). A
explicacdo mais frequente para tal facto relaciona-se com a predisposicdo para a selecédo
intratumoral da subpopulacdo de células significativamente mais agressivas, que perderam a
sua dependéncia enddcrina e que apresentam maior capacidade metastatica (Beha et al., 2012;
Brunetti et al., 2013). Por sua vez, a concordancia molecular entre os TM primarios e as
metastases é explicada por uma tendéncia metastatica precoce intrinseca do subtipo dominante
nos TM primarios (Brunetti et al., 2013; Beha et al., 2014). Contudo, ao analisarem-se as
diferentes fases do desenvolvimento do epitélio mamario a partir das células estaminais
mamarias, citadas por Perou (2010), constata-se que as células neoplasicas mais diferenciadas
e, portanto, com menor propensdo para a metastizacdo, sdo normalmente dos subtipos
Luminais. Por outro lado, as células tumorais mais indiferenciadas apresentam sobretudo
fendtipos associados aos subtipos HER-2 positivo e Triplo-negativo. Assim, tendo em
consideracao que o progresso da oncogénese podera refletir-se num aumento da indiferenciacéo
tumoral, € plausivel que os estadios tumorais mais avangados, com maior predisposi¢do para a
metastizacdo, estejam correlacionados com um aumento relativo de fendtipos mais
indiferenciados (HER-2 positivo e, principalmente, Triplo-negativo) que acabam por surgir
numa percentagem relativa superior nas respetivas metastases. Este processo pode estar
relacionado com (1) o facto de a inflamag&o promover o aumento da expressdo de RE-a, pois a
PGE,, COX-1 e COX-2 aumentam a expressao de aromatase (Richards et al., 2002); (2) os
RE-a mediante as suas vias gendmicas induzirem a producdo de RP, sendo que ambos
promovem a proliferacdo do tecido mamario (Prossnitz et al., 2007, 2008; Chlebowski et al.,
2010; Voung et al., 2014); (3) a expressdo de RP conduzir a instabilidades genéticas e
cromossomicas nas células estaminais Triplo-negativas (mais indiferenciadas), em especial
guando ocorrem mutagdes no gene TP53 (Goepfert et al., 2000; Horwitz et al., 2008; Joshi et
al., 2010); (4) esta instabilidade oncogenética induzir mutacdes nos genes BRCA-1 (supressor
fisiolégico da expressdo de progesterona) e HER-2/neu, que se localizam no mesmo
cromossoma (E1 nos felinos e 17 nos humanos) (Harari & Yarden, 2000; Poole et al., 2006;
Lange, 2008); (5) alteragdes no gene BRCA-1 conduzirem a uma elevada sobreexpresséo de
progesterona, 0 que aumenta ainda mais a instabilidade genética (Poole et al., 2006); (6) a
sobreexpressdo progressiva de HER-2 e o EGF inicialmente relacionarem-se com a
sobreexpressdo de RP, mas posteriormente induzirem a sua downregulation e suprimirem a
expressao de estrogénio (Lange et al., 1998; Harari &Yarden, 2000; Daniel et al., 2007;

Creighton et al., 2009; Rimawi et al., 2010); (7) a sobreexpressao continua de HER-2 aumentar
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ainda mais a instabilidade genética e conduzir a graves alteragcdes nos varios genes supressores
de tumores, o que pode impedir a correta diferenciacdo das células mamaérias e culminar no
perfil mais agressivo Triplo-negativo (Rakha, El-Sayed, Reis-Filho & Ellis, 2009; Bosch et al.,
2010; Perou, 2010; De Abreu et al., 2013). Neste contexto, convém salientar que o caso
classificado como Triplo-negativo foi sujeito a exérese das suas respetivas lesdes primarias,
mas manifestou mais tarde recidivas exclusivamente do subtipo Luminal B, o que pode explicar
a razdo de terem surgido posteriormente metastases regionais também do subtipo Luminal B.
Os subtipos moleculares ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as
suas caracteristicas clinicopatologicas, porém o subtipo Luminal A foi associado a um perfil
menos agressivo, o que é consistente com o descrito na literatura relativamente a este subtipo
nos TM caninos (Gama et al., 2008; Sassi et al., 2010; Im, Kim, Lim, Kim, Shin & Sur, 2013)
e nos TM humanos (Spitale et al., 2009; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). De facto,
o caso Luminal A foi o Gnico que revelou baixo grau de malignidade. Por outro lado, o subtipo
Luminal B apresentou caracteristicas mais agressivas, com 87,5% (14/16) dos casos deste
subtipo a revelarem um indice proliferativo elevado (>14%), 37,5% (6/16) a apresentarem mais
do que 3 massas tumorais, 56,25% (9/16) a revelarem um tamanho médio das massas tumorais
superior a 2 cm, 75% (12/16) dos casos a evidenciarem massas de maior didmetro também
superiores a 2 cm, 31,25% (5/16) a pertencerem ao subtipo histolégico sélido e 12,5% (2/16)
ao mucinoso, a maioria dos casos (81,25%; 13/16) a apresentar elevado grau de malignidade,
56,25% (9/16) a encontrar-se no estadio 11l nho momento do diagnostico, 68,75% (11/16) a
revelar necrose tumoral e 25% (4/16) permeacéo vascular, 37,5% (6/16) a evidenciar presenca
de metastizacdo aquando do diagndstico e 68,75% (11/16) a demonstrar recidivas. Nas cadelas,
Gama et al. (2008) também associaram este subtipo a um perfil mais agressivo do que o do
Luminal A, com a maioria dos casos que acompanharam a revelar elevado grau de malignidade
(61,5%; 8/13) e necrose tumoral (92,3%; 12/13), sendo que cerca de 53,8% (7/13) deles
demonstraram permeacdo vascular. Sassi et al. (2010) encontraram até mesmo uma associacao
significativa do subtipo Luminal B com um elevado grau de malignidade em cadelas (p=0,009).
Na mulher, este subtipo apresenta caracteristicas clinicopatoldgicas heterogéneas e uma
agressividade oncobioldgica intermédia entre a do subtipo Luminal A e o HER-2 positivo
(Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012), semelhante ao verificado neste estudo, mas
normalmente a percentagem de casos no estadio TNM Il no momento do diagnostico é
significativamente menor de acordo com Spitale et al. (2009) e Onitilo et al. (2009), que
observaram apenas 14,6% (19/130) e 10,3% (12/116) dos casos que analisaram deste subtipo
nesse estadio TNM, respetivamente.
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Em relacdo aos 3 casos HER-2 positivos, estes também apresentaram um perfil
clinicopatoldgico agressivo, com elevados indices proliferativos (100%; 3/3), apesar de, ainda
assim, 2 casos (66,7%) apresentarem um tamanho médio das massas tumorais inferior a 2 cm.
Foram associados ao subtipo histolégico sélido (66,7%; 2/3), todos revelaram elevado grau de
malignidade, 2 casos (66,7%) demonstraram necrose tumoral e permeacgdo vascular, 1 caso
(33,3%) apresentou metastizagdo no momento do diagndstico e também 2 casos (66,7%)
desenvolveram recidivas. Beha et al. (2014) ao analisarem as metastases de 3 casos de TMF
HER-2 positivos verificaram, no que diz respeito as caracteristicas clinicopatolégicas, que
todos os 3 casos eram carcinomas tabulo-papiliferos e apresentavam metastizacdo regional e
distante. Nas cadelas, Gama et al. (2008) associaram este subtipo a TM de maiores dimensoes
e a carcinomas simples, mas também a elevados graus de malignidade (75%; 6/8), a necrose
tumoral (100%; 8/8), a permeacdo vascular (75%; 6/8) e a metastizacdo nos linfonodos
regionais ocorreu em 1 (33,3%) de 3 casos avaliados. Na mulher, Spitale et al. (2009) também
associaram este subtipo a TM de maiores dimensdes (66%; 33/50), a elevado grau de
malignidade (66,7%; 44/66), a elevados indices proliferativos e a metastizagdo nos linfonodos
regionais ocorreu em 49,2% (30/61) dos casos. Por outro lado, Onitilo et al. (2009) associaram
este subtipo a TM humanos menores do que 2 cm em 47,1% (40/85) dos casos que
acompanharam e a elevado grau malignidade (77,7%; 66/85). De um modo geral, os resultados
relativos a este subtipo estdo de acordo com o referido nos artigos sobre a classificacdo
molecular nos TM humanos (Wiechmann et al., 2009; Vallejos et al., 2010; Shibuta et al., 2011,
Alizart et al., 2012; Eroles et al., 2012; De Abreu et al., 2013;VVuong et al., 2014).

O subtipo Triplo-negativo, por sua vez, também apresentou um perfil geral associado a mau
prognastico, porém o tamanho médio das massas tumorais foi inferior a 2 cm, encontrava-se no
estadio TNM | e ndo demonstrava permeacao vascular nem metastizacdo no momento do
diagnostico, a semelhanca do referido por Dent et al. (2007) e por Cheang et al. (2008) em
relagcdo aos TM humanos deste subtipo. Na bibliografia consultada, ndo foi encontrado nenhum
outro estudo que tenha analisado as diversas caracteristicas clinicopatoldgicas dos diferentes
subtipos moleculares nos TMF, pelo que a informacdo disponivel em relagdo a descricdo
especifica das mesmas no que diz respeito ao subtipo Triplo-negativo nesta espécie é
extremamente escassa. Maniscalco et al. (2013) ao compararem os TMF Triplo-negativos com
0os TMF ndo Triplo-negativos, ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas em
termos das caracteristicas clinicopatoldgicas. Nas cadelas, Gama et al. (2008) associaram este
subtipo a elevados indices proliferativos, a carcinomas simples, a alto grau de malignidade, a
necrose, a permeacdo vascular e a presenca de metastizagdo regional. Im et al. (2013)

verificaram uma correlacéo entre o subtipo Basal-like nos TM caninos e o subtipo histologico
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solido, presenca de permeacdo vascular e elevado grau de malignidade. Nas mulheres, este
subtipo tente a surgir em pacientes mais jovens (Cheang et al., 2008; Eroles et al., 2012; Kruijf
et al., 2014), contudo o caso deste estudo tinha 11 anos, uma idade préxima da média de idades
observada. Diferentes autores referem que este subtipo em TM humanos esta associado a mau
prognostico, mas principalmente nos primeiros 3 a 5 anos (periodo em que de facto apresentam
um maior risco de recidivas e/ou de morte por cancro), e que ndo estd normalmente
correlacionado com elevados tamanhos tumorais nem com a presenca de metastizagdo no
momento do diagnostico, pelo que o sistema TNM muitas vezes ndo se aplica neste mesmo
subtipo molecular, o que corrobora com o mencionado neste estudo (Carey et al., 2006; Da
Silva, Clarke & Lakhani, 2007; Dent et al., 2007; Rakha et al., 2007; Spitale et al., 2009;
Foulkes et al., 2010; Sinn et al., 2013).

A analise de sobrevivéncia demonstrou que os distintos subtipos moleculares estdo associados
significativamente a diferentes resultados clinicos, com o subtipo HER-2 positivo a estar
correlacionado com TS e TLD mais curtos, semelhante aos dados obtidos por Cheang et al.
(2008) relativamente aos tempos de sobrevivéncia de 3.744 mulheres com TM. Os presentes
resultados também estdo de acordo com o estudo de Dent et al. (2007) que incluiu 1.601
mulheres com TM e que concluiu que apesar do subtipo Triplo-negativo estar associado a pior
progndstico, comparativamente com os restantes subtipos, tal tende a atenuar-se ap6s 3 a 5 anos
do momento do diagndstico, conforme anteriormente referido. Assim, o facto do Unico caso
Triplo-negativo observado revelar um curto TLD (5 meses), mas um relativo longo TS (29
meses), pode refletir uma maior gravidade deste subtipo no primeiro ano apo6s o diagndstico
nos TMF, mas que tende a igualar a agressividade oncobioldgica dos restantes subtipos se
sobreviver para além desse periodo de tempo. Na realidade, diversos estudos e artigos de
revisdo de oncologia humana tém associado este subtipo a pior prognostico (Serlie, T. et al.,
2001; Nielsen et al., 2004; Perou, 2010; Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014; Vuong et
al., 2014), enquanto alguns artigos sugerem que o mesmo a longo prazo podera ndo estar
significativamente associado ao comportamento clinico mais agressivo (Fulford et al., 2007;
Jumppanen et al., 2007; Cheang et al., 2008; Liu et al., 2008; Parker et al., 2009; Foulkes et
al., 2010; Montagna et al.,, 2013). De facto, mulheres com TM HER-2 positivos ou
Triplo-negativos, tém revelado uma maior agressividade nos primeiros anos apos o diagndstico,
sendo que depois de tal periodo de tempo os TM HER-2 positivos ndo submetidos a terapéuticas
anti-HER-2 continuam a demonstrar um comportamento oncoldgico agressivo e apds 6 anos de
acompanhamento constituem o subtipo associado ao prognéstico mais desfavoravel (Parker et
al., 2009; Montagna et al., 2013; Sinn et al., 2013). Passados 10 anos, os subtipos Luminal B e

HER-2 positivo parecem estar igualmente associados a pior prognéstico, com o subtipo
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Basal-like a apresentar um progndstico intermédio e o Luminal A a permanecer correlacionado
com melhor prognostico (Parker et al., 2009). Nas cadelas, Gama et al. (2008) e Im et al. (2013)
associaram 0os TM do subtipo Basal-like (subconjunto de tumores Triplo-negativos que
sobreexpressam CK 5/6 e/ou HER-1) a piores prognosticos. Sassi et al. (2010) ndo detetaram
diferencas significativas nos tempos de sobrevivéncia dos respetivos casos que analisaram, pelo
que salientaram a necessidade de mais estudos sobre esta classificagdo nos TM caninos.
Algumas divergéncias encontradas nos artigos publicados podem ser explicadas por diferencas
p.ex. no tamanho da amostra, nos métodos de andlise utilizados, nos biomarcadores
investigados, nos anticorpos escolhidos e nos algoritmos empregues (Wolff et al., 2007; Tang,
Wang & Bourne, 2008; Hammond et al., 2010). Em contraste aos TM do subtipo HER-2
positivo observados neste estudo, os dos subtipos Luminais A e B foram associados a maiores
TS e TLD, o que estd de acordo com a generalidade da bibliografia consultada de Oncologia
Mamaria Humana (Carey et al., 2006; Kim et al., 2006; Cheang et al., 2008; Liu et al., 2008;
Huber, Carey & Wazer, 2009; Wiechmann et al., 2009; Vallejos et al., 2010; Shibuta et al.,
2011; Cirqueira, Moreira, Soares & Junior, 2011; Eroles et al., 2012; Montagna et al., 2013).

Assim sendo, estes dados sugerem que a classificacdo molecular dos TMF podera apresentar
inlmeras vantagens, entre as quais se destacam (1) a importante contribuicdo da mesma para
uma melhor compreensdo da oncobiologia dos TMF, (2) o facto de possibilitar um diagnostico
mais preciso, em complemento a avaliacdo dos parametros clinicopatoldgicos, pois conduz a
uma triagem mais eficiente dos TMF em subpopulagdes com alteracdes oncogenéticas comuns
que sdo cruciais para um melhor conhecimento dos mecanismos moleculares e de eventuais
resisténcias terapéuticas subjacentes, (3) aumentar, assim, substancialmente o potencial para a
administracdo de terapéuticas mais eficazes, adequadas ao perfil molecular especifico dos TMF,
(4) proporcionar a emissdo de progndsticos mais assertivos, (5) permitir uma melhor
monitorizacao da resposta ao protocolo terapéutico instituido e, consequentemente, a realizacéo
dos ajustes necessarios, (6) apresentar uma enorme relevancia para a investigacdo oncoldgica
comparativa e para a pesquisa de estratégias terapéuticas inovadoras dirigidas para o
imunofenotipo dos TM, (7) evidenciar uma grande importancia para publica¢éo de resultados
e troca de informagdes entre a comunidade cientifica, bem como (8) conduzir a uma
aproximacéo da desejada medicina feita a medida, estratificada e/ou individualizada. Contudo,
esta recente classificacdo em oncologia felina também implica sérios desafios, entre os quais se
realcam (1) a necessidade de inimeros estudos prospectivos com amostragens significativas
que confirmem a sua aplicabilidade e fornecam uma compreensdo abrangente da utilidade da
mesma nesta espécie, (2) a falta de validacdo e padronizacdo da técnica de IHQ relativa a

avaliacdo dos diversos biomarcadores em Medicina Veterinaria, sendo que uma solucgéo
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atraente poderd passar pela adogdo das recomendacOes adotadas em Medicina Humana
(Hammond et al., 2010; Dowsett et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011; Wolff et al., 2013), (3) é
indispensavel a elaboracdo de ensaios prospectivos que investiguem a eficdcia clinica de
protocolos quimioterapicos dirigidos especificamente para cada subtipo molecular nos TMF,
nomeadamente da doxorrubicina nos tumores HER-2 positivos e da carboplatina nos tumores
Triplo-negativos, (4) a escassez de estudos sobre a eficacia de terapéuticas anti-hormonais nos
TMEF (Tavares et al., 2010; Toniti et al., 2011), (5) o facto da investigacdo sobre terapéuticas
anti-HER-2 em oncologia felina encontrar-se num estado incipiente, (6) sendo imprescindivel
a concecdo de combinagGes terapéuticas inovadoras racionais e (7) um melhor entendimento
das diferentes vias oncogénicas nos TMF.

A anélise de sobrevivéncia revelou que o TS médio dos felinos acompanhados neste trabalho
foi de 24 meses, um valor nitidamente superior ao referido pela generalidade dos autores (8 a
12 meses) (Misdorp, 2002; Lana et al., 2007; Hedlund, 2008; Gimeénez et al., 2010; Sorenmo,
2011a; Hughes & Dobson, 2012). Passados 12 meses da realizagdo das respetivas
mastectomias, 12 (80%) animais permaneciam vivos e 4 (26,7%%) deles revelaram-se livres
de doenca oncoldgica, sendo que o TLD médio dos referidos felinos foi de 12,2 meses. Estes
dados sdo igualmente superiores face aos que a maioria dos autores menciona (Misdorp, 2002;
Lana et al., 2007; Hedlund, 2008), o que pode estar relacionado com o reduzido nimero de
estudos sobre o tempo de sobrevivéncia a longo prazo dos felinos com TM. Na realidade, existe
notoriamente uma necessidade de inumeras investigacfes padronizadas, com amostragens
significativas de casos de carcinomas mamarios felinos, que examinem o real valor prognostico
e preditivo de inimeras variaveis, bem como os proprios TS e TLD desses mesmos animais
(Hughes & Dobson, 2012; Matos et al., 2012; Zappulli et al., 2014).

Nas andlises univariadas dos TS e dos TLD realizadas observou-se que os felinos com maior
nimero de massas tumorais presentes no momento do diagnostico (p=0,001 e p=0,001,
respetivamente), maior tamanho tumoral médio (p=0,001 e p=0,001, respetivamente),
metastizacdo no momento do diagnodstico (p=0,012 e p=0,021, respetivamente) e com
sobreexpressdo de HER-2 no TM mais agressivo (p=0,009 e p=0,003, respetivamente) foram
estatisticamente associados a um maior risco de progressdo de doenca oncologica e de morte
por cancro mamario. Os casos que evidenciaram presenca de permeacéo vascular foram apenas
significativamente associados a TS mais curtos (p=0,01) e ndo a menores TLD (p=0,308),
enquanto os felinos que desenvolveram recidivas e apresentaram indices de Ki-67 superiores a
20% ndo foram significativamente correlacionados a TS mais curtos (p=0,168 e p=0,281,

respetivamente), mas sim a menores TLD (p=0,005 e p=0,035, respetivamente).
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Portanto, os casos de TMF que demonstrem tais caracteristicas tumorais devem ter um
acompanhamento clinico mais apertado, frequente e regular, e os respetivos proprietarios
devem ser advertidos de que 0s seus animais apresentam um maior risco de TS e/ou TLD curtos,
pelo que convém que estes sejam especialmente submetidos a protocolos terapéuticos mais
agressivos e interventivos (p.ex. mastectomia radical/bilateral, quimioterapia dirigida ao
subtipo molecular do seu cancro de mama, terapéuticas anti-hormonais e/ou anti-HER-2
também de acordo com o subtipo molecular dos seus TM), de modo a prolongar o seu TS e a
sua qualidade de vida. De facto, a bibliografia relativa a Oncologia Felina refere que o tamanho
tumoral, a presenca de metastizacdo no momento do diagnostico e a ocorréncia de permeacéo
vascular s&o alguns dos principais fatores de progndstico independentes nos TMF (MacEwen
etal., 1984b; Viste et al., 2002; Lana et al., 2007; Seixas et al., 2007; Sorenmo, 2011a Zappulli
etal., 2014), mas o numero de massas neoplasicas € um fator de progndstico menos citado pelos
diferentes autores e o valor prognostico da sobreexpressdao de HER-2 ainda nao é consensual
(Millanta et al., 2005b; Ordas et al., 2007; Rassoto et al., 2011; Santos et al., 2013), o que
reforca a importancia dos resultados do presente estudo e a necessidade de mais investigagoes
sobre esta temética.

Os TM dos animais que apresentem caracteristicas clinicopatolégicas associadas a melhor
prognostico (p.ex. idades mais jovens, menor numero de massas neoplasicas, menores
tamanhos tumorais, auséncia de permeacéo vascular, sem metastizagédo e que tenham realizado
OVH) também devem ser avaliados a nivel molecular, devido a informacdo complementar
acerca do prognostico que se obtém com o conhecimento dos subtipos moleculares presentes e,
sobretudo, de modo a poder-se instituir a terapéutica mais adequada a cada paciente o mais
precocemente possivel.

A quimioterapia, aparentemente, deve ser administrada nos casos com os subtipos de TMF mais
agressivos e adaptada ao perfil desses mesmos subtipos, sendo que os animais que apresentem
apenas o subtipo Luminal A, em principio, ndo beneficiam significativamente da quimioterapia,
pelo que ndo devem ser expostos desnecessariamente aos seus efeitos secundarios nocivos. No
futuro, quando as terapéuticas anti-hormonais e anti-HER-2 forem desenvolvidas e otimizadas
em Oncologia Felina, entdo, os felinos com imunofendtipos Luminais podem vir a beneficiar
seriamente das mesmas, inclusivamente a nivel profilatico, e os casos que demonstrem um
perfil associado ao subtipo HER-2 positivo quando devidamente tratados, p.ex. com anticorpos
monoclonais felinizados anti-HER-2, podem vir a apresentar TS, TLD e qualidade de vida

significativamente superiores.
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Ainda assim, ao interpretar-se 0s resultados da presente investigacdo deve-se ter em

consideracao as suas seguintes eventuais limitagoes:

= A reduzida amostra de felinos com TM (n=21) pode n&o ser representativa da real populagédo
de felinos com esta doenca, o que possivelmente diminui as capacidades estimativas dos testes
estatisticos aplicados e aumenta as incertezas em relacdo as inferéncias efetuadas (Jacques,
2005; Oliveira, 2009). No entanto, convém ter em atencdo que em medicina é muito mais
relevante evitar falso-negativos do que falso-positivos (decorrentes do acaso, de viéses ou de
fatores de confundimento), pois os primeiros conduzem p.ex. a ndo se diagnosticar a respetiva
doenca entre os pacientes que realmente a possuem, a ndo se instituir as terapéuticas mais
adequadas e/ou ao desencorajamento de investigagdes acerca de observagdes clinicas
significativas. De um modo geral, é mais relevante referir que existem potencialmente
diferencas em relacdo a determinados parametros, mesmo que mais tarde nao se verifiquem,
do gue mencionar que ndo existem quaisquer diferencas entre os mesmos quando na realidade
existem. A presente investigacdo demonstra que efetivamente é muito provavel que a
aplicacdo da classificacdo molecular nos TMF venha a apresentar uma elevada importancia
clinica em Oncologia Felina, pelo que encoraja fortemente o desenvolvimento de inimeros
estudos sobre a mesma, o que € muito mais relevante do que se indicasse o oposto. O facto de
se terem observado TS e TLD significativamente diferentes consoante o subtipo molecular do
TM mais agressivo reforca isso mesmo, sobretudo tendo em atencéo o reduzido tamanho da
amostra;

= A aplicacdo dos pressupostos relativos a analise de sobrevivéncia ter conduzido a exclusao de
6 (28,6%) dos 21 casos, 0 que reduziu ainda mais essa mesma amostra, apesar de prevenir
eventuais vieses nos resultados. No caso de se censurarem 3 desses 6 casos (excluindo o felino
que foi apenas sujeito a necropsia, o que faleceu logo apds a cirurgia e o que se desconhecia
a data da Gltima observacao), de forma a aumentar o tamanho da amostra, os diferentes valores
de p obtidos seriam consideravelmente mais significativos; os TLD dos quatro subtipos (e ndo
apenas dos dois mais prevalentes) passariam a apresentar, inclusivamente, diferencas
significativas (p=0,097 versus 0,037, respetivamente); mas tal ndo seria estatisticamente
correto (Teixeira et al., 2002; Clark et al., 2003; Bland & Altman, 2004; Rebasa, 2005;
Botelho et al., 2009; Matos et al., 2012). Diversos outros estudos também excluiram uma
percentagem consideravel de casos na sua analise de sobrevivéncia, p.ex. Seixas et al. (2009)
excluiram 23,81% dos seus casos (20/84);

= As condicionantes impostas pelos custos associados aos cuidados médico-veterinarios, pela
possibilidade dos proprietarios elegerem a eutanasia dos seus animais e pela variabilidade

inter-individual relacionada com a gravidade da doenca oncoldgica, inevitavelmente, afetam
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a escolha e a prestacdo dos cuidados de satde animal, o que pode ter encurtado/alterado os
tempos de sobrevivéncia;
= Ter sido impossivel realizar o acompanhamento completo de 3 casos (1 do subtipo
Triplo-negativo e 2 do subtipo Luminal B) e por 2 casos (ambos também do subtipo Luminal
B) ainda se encontrarem vivos no final do estudo, pelo que os mesmos foram censurados, 0
que implica sempre uma estimativa e menor exatiddo de resultados;
= O diagndstico e a classificacdo histopatoldgica deveriam de ter sido realizados por dois
Patologistas (Matos et al., 2012).
No entanto, foram obtidas diversas conclusbes que estdo de acordo com a generalidade da
bibliografia consultada e que sdo muito relevantes para a Oncologia Mamaria Felina, em
especial para futuros estudos neste campo de investigacdo. Neste contexto, salienta-se que a
eficiéncia, a exatiddo, a imparcialidade e o desenvolvimento sustentavel dos servicos de saude
animal, a semelhanca dos servicos de salde humana, dependem de decisbes e praticas bem
fundamentadas, com suporte em dados de bons ensaios clinicos (Pimentel, 2009). Este €
naturalmente o conceito que defende a estruturacdo e valorizacéo critica dos conhecimentos
clinicos (Evidence-Based Medicine Working Group, 1992). Para além disso, a qualidade dos
cuidados de saude animal é determinada pela capacidade de se articular as evidéncias cientificas
e as boas praticas médico-veterinarias de forma isenta. Assim sendo, a implementacdo da
moderna classificacdo molecular na rotina oncoldgica veterinaria deve estar bem alicercada em
ensaios clinicos robustos, que evidenciem metodologias rigorosas, com amostras de casos
significativas da populacdo que representam, nao se podendo ignorar 0s Seus custos e a
sustentabilidade da sua aplicacdo. Os avancos na Oncologia ndo devem ser, de modo algum,
instrumentalizados para promog¢do de tecnologias e/ou de medicamentos, gerando-se Sérios
conflitos de interesses a diversos niveis (Pimentel, 2009). Antes, devem partir de estudos com
elevado rigor ético e cientifico na sua elaboragéo, desenvolvimento e conclusdo. Em cada opcéo
clinica deve-se analisar cuidadosamente a sua relacdo custo-beneficio, relevancia médica,
impacto na qualidade de vida dos pacientes felinos e nas consequéncias na sustentabilidade dos
cuidados de saude animal. A validade, reprodutibilidade técnica e confiabilidade da
classificacdo molecular em Oncologia Veterindria devem ser analisadas em ensaios de
diagnostico, preditivos e prognosticos, o mais rapidamente possivel. O estudo mais
aprofundado da sua facilidade técnica e do seu preco é crucial antes da sua potencial aplicacédo

geral na rotina oncoldgica veterinaria.
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4.5. Concluséo

A Oncologia Molecular tem vindo a revolucionar o entendimento clinico da heterogeneidade
das neoplasias mamérias humanas ao permitir a sua estratificacdo em subtipos com diferentes
prognosticos e distintas respostas terapéuticas. No presente trabalho, investigou-se sobretudo a
aplicacdo da classificacdo molecular mais consensual, recomendada em Oncologia Humana, e
outros parametros potencialmente relacionados com o tempo de sobrevivénciaem TMF, através
do acompanhamento de 21 casos clinicos. Todos os objetivos propostos foram atingidos.

Os subtipos moleculares mais prevalentes nos TMF primarios mais agressivos foram o Luminal
B e 0 HER-2 positivo, enquanto nas metastases regionais e distantes observou-se um aumento
relativo da prevaléncia dos subtipos classicamente associados a um pior progndstico na Mulher
— HER-2 positivo e Triplo-negativo.

Os diferentes TM primarios, presentes em cada animal no momento do diagnostico,
apresentaram uma consideravel homogeneidade molecular (76,2%; 16/21). Contudo, 0s
subtipos moleculares dos TM primarios, foram concordantes com os subtipos moleculares das
metastases regionais numa percentagem menor de casos (57,14%; 4/7), e discordantes dos
subtipos observados nas metastases distantes (0%; 0/3).

Os quatro subtipos moleculares de TMF ndo mostraram qualquer associacdo estatisticamente
significativa com nenhuma das caracteristicas clinicopatoldgicas avaliadas. Ainda assim, o
subtipo Luminal A manifestou um perfil menos agressivo.

A analise de sobrevivéncia evidenciou uma associacgdo significativa entre os diferentes perfis
moleculares de TMF e distintos TS, sendo o subtipo HER-2 positivo associado a pior
progndstico (p=0,035). Ao considerarem-se apenas 0s dois subtipos mais prevalentes, tal
associacdo foi ainda mais significativa (p=0,014) e verificou-se, inclusivamente, uma
correlacdo estatistica com diferentes TLD (p=0,043).

Assim, esta investigacdo clinica abriu novas perspetivas em Oncologia Mamaria Felina, em
especial por ter demonstrado, supostamente, pela primeira vez, uma associacdo significativa
entre a classificacdo molecular dos TMF e o seu progndstico. Tal associacao revelou-se muito
semelhante a descrita nos TM humanos, pelo que esta nova classificacdo podera ajudar a
melhorar a capacidade de se prever a evolucdo clinica dos TMF em cada paciente de um modo
homologo, para além de aumentar, substancialmente, o potencial para a administracdo de
terapéuticas individualizadas, mais eficazes e com menos efeitos secundarios nocivos. Os
resultados alcangados reforcaram ainda a importancia do diagnostico precoce e a relevancia da
investigacdo de terapéuticas inovadoras em Oncologia Felina. As diferentes massas neoplasicas
(maméarias e respetivas metastases) presentes no mesmo animal podem apresentar perfis

moleculares distintos, portanto, o imunofenotipo de todas as lesdes tumorais deve ser
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identificado de modo a otimizar-se a terapéutica e a formularem-se progndsticos confiaveis. Os
TMF mais agressivos com sobreexpressdo de HER-2, manifestaram uma rapida progressao da
doenga, o que se traduziu em tempos de sobrevivéncia mais curtos, pelo que tais tumores devem
ter um acompanhamento mais atento por parte do clinico. A sensibiliza¢do para a prevencéo de
TM, com recurso a realizacdo precoce de OVH e/ou a suspensdo de administracéo regular de
terapéuticas anticoncecionais, é fundamental. Porém, na impossibilidade de execucdo de OVH
na idade mais aconselhada, salienta-se que, apds os dois anos de idade, a mesma foi associada
significativamente a massas tumorais de menor diametro, estadios | e Il no momento do
diagnostico, pelo que se sugere a recomendacédo de tal cirurgia, inclusivamente, em animais
mais 1dosos.

Em termos de inovacao, conclui-se que a presente investigacao foi, aparentemente, pioneira ao
evidenciar uma associacdo estatisticamente significativa (1) entre a classificacdo molecular dos
TMF mais agressivos e o TS dos animais afetados, (2) entre os subtipos mais prevalentes na
amostra analisada, Luminal B e HER-2 positivo, e o TLD dos respetivos animais, (3) entre a
sobreexpressdo de HER-2 nos TMF mais agressivos, curtos TLD e presenca de metastizagéo
no momento do diagnostico, (4) ao propor uma explicacdo mais consistente/completa da razao
de progressdo para imunofendtipos mais agressivos nas metastases, com base na revisdo
bibliogréfica realizada, e (5) ao evidenciar a presenca de metastizacdo de TMF na hipofise e no
pancreas. Por outro lado, foi certamente um dos primeiros estudos a analisar a concordancia
molecular precisa entre as diferentes massas neoplésicas ao nivel da expressdo de RP, RE-a ¢
HER-2, individualmente, bem como da prépria classificacdo molecular nas respetivas lesoes.
Também surgiu como uma das primeiras investigacfes a associar elevados indices Ki-67
(>20%) nos TMF & presenca de permeagdo vascular e a curtos TLD dos animais afectados;
assim como a subexpresséo de RE-a nos TMF a elevado grau de malignidade e a tumores de
maior diametro, tal como descrito em Oncologia Mamaria Humana. Portanto, forneceu nitidas
evidéncias cientificas adicionais de que os TMF constituem um excelente modelo oncol6gico
comparativo, adequado para a investigacao de novas estratégias terapéuticas dirigidas contra o
cancro de mama.

No futuro, serdo necessarios mais trabalhos que comprovem a validade da classificagdo
molecular em TMF, incidindo principalmente no seu valor prognostico e preditivo, bem como
projetos focados na otimizacéo das referidas terapéuticas inovadoras (p.e. anti-hormonais e
anti-HER-2) em Oncologia Maméria Felina. Acredita-se que a classificagdo molecular
realizada através da técnica de IHQ seja pratica, simples, reprodutivel, com custos acessiveis e

clinicamente significativa na rotina oncolégica mamaria felina em complemento ao exame
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clinicopatoldgico convencional. Novas investigacoes sdo essenciais para refinar a sua aplicacédo
e para padronizar a avaliacdo da expressao dos principais marcadores moleculares nos TMF.
Nas proximas décadas, prevé-se que a utilizacdo da técnica IHQ e de modernas tecnologias no
diagnostico de TMF (p.ex. sequenciacdo do seu genoma), para avaliacdo da expressdo de
biomarcadores e do seu perfil genético, va otimizar a detecdo das vulnerabilidades
oncobioldgicas e, sem davida, proporcionar a cada felino o protocolo terapéutico mais eficaz.
As cascatas de sinalizacdo intracelulares envolvidas na oncogénese e a intercomunicagéo entre
as diferentes células tumorais serdo, seguramente, descritas e avaliadas com muito mais detalhe
e nitidez. O entendimento da regulacdo tumoral, do processo de invasdo e metastizacdo, da
reprogramacao do metabolismo, da evasao imunoldgica e da heterogeneidade intratumoral ird
decerto evoluir bastante. A nova era de analise de expressdo genética surgird na rotina da
Oncologia Mamaria Felina, permitindo um aconselhamento preciso e a identificacdo de novos
alvos terapéuticos. O Médico Veterinario focar-se-4, cada vez mais, no animal com cancro de
maneira compassiva, otimista e com conhecimento molecular.

O autor espera comprovar o continuo desenvolvimento de reais sinergias entre a Oncologia
Humana e a Oncologia Veterinaria, com a criacdo de equipas multidisciplinares, compostas
principalmente por oncologistas clinicos, patologistas especializados, cirurgides e radiologistas,
a trabalharem em conjunto para a otimizacdo de métodos de diagndstico precisos e de
terapéuticas eficazes. O trabalho integrado dos servicos de salde humana e animal, sera,
decididamente, a melhor forma de responder positivamente aos atuais desafios e necessidades
clinicas dos diferentes pacientes oncologicos. Décadas de pesquisas sobre oncobiologia irdo,
certamente, conceder inimeros beneficios. Pretende-se que esta dissertagdo incentive a
multiplicacdo de questBes, a busca pela verdade, a simplificacdo do complexo, a continua
discussdo critica das decisfes tomadas nesta area e dé um contributo para a boa pratica
Médico-Veterinaria. Por fim, deseja-se que constitua um estimulo para a criacao,
aperfeicoamento e partilha de linhas de investigacdo clinica de qualidade, bem como que os

leitores da mesma sejam fundamentais para o avango da Oncologia.
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Anexo | — Apresentacdo realizada durante o estagio em Portugal

Pontos abordados

Classificagao molecular do

cancro de mama na mulher
- Sua importancia no estudo do
tumor mamario felino

* Dados epidemioldgicos: importancia deste tema na atualidade

« Classificagdo clinica-histopatoldgica vs molecular

« Classificagdo molecular: importancia e como é feita

* Marcadores moleculares na Gata

* Temas com interesse futuro em investigagdo

Tiago Silva

Os numeros do cancro em Portugal Qual a incidéncia, mortalidade e prevaléncia em Portugal?

GLOBOCAN 2008

GLOBOCAN 2008
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Os numeros do Portal de Oncologia Portugués No Mundo...

* Em 2010, foi dito a cerca de 1,5 milhdes de pessoas: "vocé tem cancro de mama"

1 em cada 10 mulheres ird desenvolver cancro da mama, em
algum momento da sua vida

Hoje, em Portugal, 11 a 13 mulheres via ser informadas de que
tém a doenca

0 cancro da mama mata, todos os anos, aproximadamente 1500
mulheres

Morrem todos os dias, em Portugal, 4 mulheres vitimas de cancro
da mama

Aproximadamente 80% dos cancros da mama sio curdveis, se
forem detectados “a tempo” (na fase inicial) e tratados
correctamente

Fonte:Portal de OncologiaPortugués
‘e

.
@
portal de

oncologia
portugués
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Orgio cheio de simbolismo

[

iadad

“O cancro da mama é uma das d com maior i nanossa

ndo sé por

ser frequente e, muitas vezes, associada a uma imagem de gravidade, mas essencialmente
porque atinge e agride um 6rgédo cheio de simbolismo, na maternidade e na feminilidade”

Fonte: Portal de Oncologia Portugués

Os numeros na Gata...

[ ———

il

Terceiro 6rgdo mais comumente afetado por neoplasias;

Representam cerca de 11% das neoplasias ndo tegumentares felinas;

Racio de malignidade/benignidade estimado entre 4:1 e 9:1;

Tém um mau prognostico, devido a uma alta probabilidade de recidiva local e de
metastases;

Incidéncia estimada em 31,8/100000 gatos n&o castrados.
Fonte: Costa, 2010; Misdorp, 2002.

Os numeros na Gata...

Estudo epidemioldgico recente verificou a presenca destes tumores em Europeus
comuns, Persas, Siameses e num Bosque da Noruega

Fonte: Costa, 2010

Maligros
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E na Gata, o que se sabe?

Os nimeros na Gata...
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Crbforme Tbkx 0 Anackisko sty Micnoso Escamo
Mimero de mamas afectades
T hstokigico

S3o maioritariamente do tipo cribiforme e/ou tubular;
Afetam normalmente uma ou duas glandulas mamarias.

Fonte: Costa, 2010; Misdorp, 2002

Mas afinal o que é o cancro de mama?

“Ao termo “cancro da mama” correspondem um conjunto de entidades
diferentes, com diferentes causas, com diferentes fatores de risco, com
diferentes tratamentos e com diferentes prognésticos”

wbaignes
nBenirs

No entanto todas elas tém “um conjunto de caracteristicas comuns que lhes

conferem uma identidade proépria, uma evolugdo semelhante, um
significado bioldgico préximo”

Caracterizadas pela existéncia de células anormais, crescendo de uma forma

descontrolada, com a capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de se
distribuirem, por vezes, por locais distantes da localizagdo inicial,
originando as metastases a distancia.

Fonte: Portal de Oncologia Portugués



Classificagdo Clinica e Histopatoldgica

Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do carcinoma de mama é a
resolugdo da heterogeneidade tumoral carateristica destes carcinomas.

Atualmente a classificagdo baseia-se essencialmente nos seguintes critérios:
— idade;
— tamanho do tumor;
— tipo e grau histoldgico;
— expressdo dos recetores hormonais;
— envolvimento dos linfonodos;
— permeagdo vascular;
— presenga de necrose tumoral;
— grau de diferenciagdo nuclear;
— presenga de ulceragéo...

Fonte: Weber, 2010; Colombo et al., 2011; Eroles et al., 2012

Classificagdo molecular — porque é importante?

normal

cancer

cancer

TS| REmAmS
L858R

Fonte: Weber, 2010.

Classificagdo molecular — quais as técnicas utilizadas?

- Ferramentas gendmicas, como o cDNA microarray, que possuem
grande potencial para decifrar os padrdoes moleculares dos tumores
e para identificar novos e melhores marcadores clinicos;

- Imunohistoquimica (IHQ), que é um dos principais métodos para
determinar o perfil de expressdo proteica em anatomia patolégica
(menores custos e rapido tempo de execugdo)

Adogao do painel de fatores preditivos RE, RP, HER2 para todos os casos, adicionando-se outros

marcadores, como o recetor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR), CK5 e Ki-67.

Fonte: Weber, 2010; Colombo et al., 2011; Eroles et al., 2012
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Classificagdo molecular — porque é importante?

A classificagdo clinica-histi icaéi e, pois:

- Tumores com o mesmo grau, estadio e tipo histolégico podem apresentar
diferentes progndsticos e diferentes respostas terapéuticas;

- Apresenta limitagdes devido a sua incapacidade de considerar as carateristicas
bioldgicas intrinsecas destes tumores

Condigdes diferentes podem levar a uma manifestagdo histopatoldgica semelhante
e uma mesma condi¢do pode levar a demonstragdes histopatoldgicas diferentes

Ou seja, uma doenga aparentemente igual clinica e histologicamente, pode ser na
verdade duas doengas diferentes, com patogénese molecular distinta.

Fonte: Weber, 2010; Colombo et al., 2011; Eroles et al., 2012.

Classificagdo molecular — porque é importante?

A classificagdo molecular permite definir o tumor com base na
presenca ou auséncia de biomarcadores.

“A caraterizacdo molecular é essencial para fazer um retrato
detalhado do fendtipo tumoral”

“Deve ser correlacionada com informag@es clinicas e histopatelégicas,
contribuindo para aumentar o entendimento das causas e
progresses do carcinoma e para possibilitar melhore -
intervengdes terapéuticas.” ¢

Fonte: Weber, 2010; Colombo et ., 2011; Eroles et al,, 2012.

Classificagdo molecular propriamente dita

Estudos moleculares baseados na identificagdo de expressdo génica
por meio de cDNA microarray, permitiram definir pelo menos seis
subtipos distintos:

-Luminal A

-Luminal B

-HER-2 positivo

-Basal-like

-Normal breast-like

-Claudin-low (recentemente descoberto)

Fonte: Colombo et al., 2011; Eroles et al., 2012.



Classificagdo molecular
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Fonte: Eroles et al., 2012,
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Luminal B

Representa 10-20 % do total dos TM
Caracteriza-se por ter um fendtipo mais agressivo do que o luminal A
Maior indice de proliferagio celular (ki67>14%)
Perfil IHC: RE+/HER2- ou RE+/HER+ ou RE-/HER-(6% dos casos)
Grau histoldgico elevado

Pior prognostico
Tempo de sobrevivéncia média ap6s a recidiva é de 1,6 anos (mais baixa)
Local mais comum de metastases sdo os ossos (30%); figado (13,8%)

Principais diferencas deste subtipo sdo o aumento acentuado da expressdo de
genes de proliferagdo (MKi67, Cyclina B1) e também a expressdo EGFR e HER2;

Tratamento: tamoxifeno e IA. Respondem melhor a quimioterapia neoadjuvante,
atingindo-se resposta patolégica completa (pCR) em 17 % dos tumores luminais
B (7% nos A). Ainda assim, o tratamento deste subtipo continua a ser um
desafio. Muitos ensaios clinicos estdo a testar moléculas inibidoras das vias de
PI3K/AKT/mTOR a diferentes niveis.

Fonte: Eroles et al,, 2012.

Basal-like

Representa 10-20 % do total dos TM
Carateriza-se pela auséncia de expressdo dos trés principais recetores
Elevada proliferagdo celular
Perfil IHC: RE-, RP-, HER-, EGFR+, CK5/17++, CK8/18+
Grau histolégico elevado

Pior prognostico do que os anteriores (mutagdes nos genes p53, BRAC1 e BRAC2)
Surgem numa idade precoce

Predominante em mulheres de origem Africana,

Tamanho elevado e linfonodos afetados na altura do diagnostico

Tendem a ser carcinomas ductais infiltrativos

O padrdo de recidivas de metastases é agressivo (pulmao, SNC e linfonodos)

Tratamento: uma das estratégias mais promissoras relaciona-se com inibidores poli-ADP
ribosepolymerase-1 (PARP-1). PARP-1 é importante na reparacdo de defeitos no DNA. A
inibicdo de PARP1 no contexto da reparacdo de DNA por BRCA1 leva a acumulagdo de
quebras no DNA de cadeia dupla e a morte celular. Estudos de fase | que avaliaram o
olaparib (AZD2281) como monoterapia em cancer de mama com mutagdes BRCAL e
BRCA2 mostraram uma taxa de resposta alta e beneficio clinico (47% e
63%,respetivamente)

Fonte: Eroles et al,, 2012.
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Luminal A

Subtipo mais comum: 50-60 % do total dos tumores mamarios (TM)
Carateriza-se pela expressdo de genes ativados pelo fator de transcrigdo RE
Baixa proliferagdo celular (ki67<14%)

Perfil IHC: RE+, RP+, CK8/18+ e HER2-
Elevada expressdo do marcador GATA 3
Baixo grau histoldgico

Todos os carcinomas lobulares in situ sdo deste subtipo

Bom progndstico

Taxa de recidiva de 27.8%

Tempo de sobrevivéncia média apds a recidiva é de 2,2 anos

Padrdo de recorréncia com elevada incidéncia de metastases dsseas (18,7 %)

Tratamento baseado em: inibidores hormonais de aromatase (Al) de 32geragdo em
pacientes apds a menopausa; moduladores seletivos dos recetores de
estrogénio (SERM’s) — tamoxifeno; e reguladores seletivos puros dos recetores
do estrogénio — fulvestrant.

Fonte: Eroles et al,, 2012.

HER-2 positivo

15a20% dos T™M
Caracterizados por uma elevada expressado do gene HER-2/neu
Elevada proliferagdo celular
Perfil IHC: RE-, RP- e HER2+
Grau histoldgico elevado

Mau prognostico

Tratamento anti HER2 (trastuzumab) melhorou substancialmente a sobrevivéncia

Tém uma elevada sensibilidade quimica com taxas de resposta mais elevadas do
que os tumores Luminal A e Luminal B, nos estudos com neoadjuvantes (36%
PCR vs 7% e 17% pCR, respetivamente)

Em 2010, foram apresentados os resultados promissores acerca da combinagdo de
terapéuticas anti-HER2 e neoadjuvantes que inibem a mesma via de sinalizagdo a
diferentes niveis (trastuzumab-DM1).

Lapatinibe - bloqueia tanto o HER-2 como o EGFR: beneficia pacientes
resistentes ao trastuzumab

Fonte: Eroles et al,, 201

Normal breast-like

Representa 5-10 % dos TM
Mal caracterizado
Foi agrupado com fibroadenomas da mama e amostras normais
Expressam genes idénticos aos do tecido adiposo
Perfil IHC: RE-, RP-, HER-, EGFR-, CK5-

Progndstico intermédio entre luminal e basal-like
N&o respondem a quimioterapia neo-adjuvante
Significado clinico por determinar

Ha duvidas sobre sua real existéncia!

Alguns pesquisadores acreditam que seja um artefato técnico de elevada
contaminagdo com tecido normal durante os microarrays

Fonte: Eroles et al,, 2012.



Claudin-low

Representa 12-14 % dos TM
Carateriza-se por uma baixa expressdo de claudina-3/4/7
Baixa proliferagdo celular
Perfil IHC: RE-, RP-, HER-

Mau progndstico (intermédio entre luminal e basal-like)
Correspondem a carcinomas ductais infiltrantes

Cerca de 20% destes tumores sdo positivos aos recetores hormonais

Resposta insuficiente a quimioterapia neoadjuvante

Fonte: Eroles et al., 2012,

Exemplo da via PI3K/AKT/mTOR

Dado o papel desta via na regulagdo do metabolismo, no crescimento e na
sobrevivéncia celular, cada uma das suas partes integrais € um possivel alvo
terapéutico

Fonte: Eroles et al., 2012,

Marcadores moleculares na Gata - Importancia

A investigagdo de potencias marcadores moleculares na gata prové:
-melhor entendimento da patogénese molecular dos tumores;

-sérias implicagdes na utilizagdo de tumores mamadrios felinos como modelo no
estudo do cancro mamario na mulher;

-informagdo relevante para a pratica clinica...

-Quais os tumores menos agressivos?
-Quais os pacientes que necessitardo ou ndo de terapéuticas sistémicas?
-Quais os fdrmacos que deverdo ser utilizados?

Triagem mais eficiente
Tratamento iniciado mais precocemente
Aumentam as hipoteses de cura

Fonte: Weber, 2010; Colombo et al,, 2011; Eroles et al,, 2012; Hughes & Dobson, 2012,
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Resumo do tratamento para cada um dos subtipos

Luminal A — requer apenas a terapéutica enddcrina (IA, tamoxifeno e fluvestrant)
Luminal B — terapéutica enddcrina e quimioterapia

HER-2 positivo — quimioterapia e trastuzumab e/ou lapatinib

Triplos negativos — quimioterapia, inibidores de PARP1? sais de platina?

No futuro podera ser possivel criar estratégias contra alvos especificos para
determinados pacientes, sem adicionar terapéutica citotoxica!

Fonte: Weber, 2010; Colombo et al,, 2011; Eroles et al,, 2012; Hughes & Dobson, 2012

Gata como modelo

As gatas tendem a ter elevada percentagem de tumores mamarios RE negativos
muito agressivos

Tem sido sugerido que podem ser modelos apropriados para o estudo do cancro
mamadrio RE negativo em estado avangado na mulher

Gene fHER-2/neu é muito semelhante ao gene HER-2/neu humano

!

Necessdrio estudar a aplicagdo da classificagdo molecular na
gata, para investigar e avaliar estas perspetivas animadoras

Fonte: Hughes & Dobson, 2012.

Marcadores moleculares na Gata

RE, RP, RTK (HER-2, stk felino), STAT
Auto-suficiente em
sinais de crescimento
Ciclina A, CDK, TopBP1, PTEN
Insensibilidade aos

Invasdo dos tecidos .

e metéstase ° ‘apoplose
cox-2 053
Potencial replicativo
imitado
Telomerase

Marcadores de proliferagdo: Ki67, PCNA (antigénio nuclear de células de proliferagdo) e AgNOR's (regiGes organizadoras
nucleares argirofilicas)
Fonte: Lodish et al., 2005; Hughes & Dobson, 2012.



Sera interessante investigar...

Deseja-se saber mais sobre o HER2, RE, IGF1R, PI3K/AKT, mTOR, AMPK e vias de
angiogénese, de modo a desenvolver-se novas terapéuticas alvo;

S&do necessdrios mais estudos para avaliar o papel das COX-2;

E necessario um estudo prospetivo para correlacionar a supressio de estrogénio pelo Al, os
niveis plasmaticos de estrogénio, IMC e progndstico;

Justifica-se mais investigacdo sobre o recetor stk em felinos;

Estudos levantaram a possibilidade de que a aberrante ativagdo de STATs possa ter um papel
no desenvolvimento ou progressdo do tumor mamdrio felino, porém ha falta de dados;

Hé necessidade de mais estudos que correlacionem diretamente a sobreexpressdo da ciclina
A com os dados de sobrevivéncia;

Investigar a relacdo da expressdo de TopBP1 com a sobrevivéncia;

Justificam-se estudos adicionais na tentativa de correlacionar a expressdo PTEN do tumor
mamario felino com resultados clinicos;

S&o justificados mais estudos para determinar o valor de progndstico da expressdo e

atividade da telomerase em cancro mamario felino.
Fonte: Weber, 2010; Colombo et al., 2011; Eroles et al., 2012; Hughes & Dobson, 2012.

Os nossos estudos sdo importantes para...

...e para que as Mulheres continuem a pedalar connosco pela estrada da vida.
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Os nossos estudos sdo importantes para...

A felicidade de todo tipo de gatas...



Anexo Il — Casos clinicos acompanhados durante o estdgio em Franca

Rotagdo ou - Idade - Ndmero
Semana Servico Espécie Raga Sexo Nome (anos) Diagnéstico de casos
. Europeu Macho - A -
Felideo comum (castrado) Gribouille 16 Insuficiéncia renal cronica (IRC)
Canideo Cruzado Macho Le Chien 9 Panc_reatlte_ e colite hemorraglca
(infecciosa ou alimentar)
Felideo Europeu Fémea Leica 8 Colapso traqueal
comum
Felideo Europeu Macho Lucifer 19 Hipertiroidismo
comum
Canideo Y?é:(rsizr"e Macho Kiwi 1 Gastroenterite aguda
Canideo  Cane corso Macho Appollon 8 Prostatite cronica
(castrado)
. Europeu Macho . M
Medicina Felideo comum (castrado) Eddie 13 Efus&o pleural
1 Cocker . 14
Interna ; N Fémea i 4ni
Canideo spaniel o Uloa 10 Hepatite cronica
" (esterilizada)
americano
Canideo Jack ryssel Macho Spoon 13 Bronquite crénica
terrier (castrado)
Felideo Europeu Macho Sacha 8 Insuf.|C|er]C|a card iaca (sopro cardiaco
comum (castrado) sistolico no apice esq. Grau 3)
Canideo Shi tzu Fémea Pixelle 14 Piémetra
Felideo Persa Macho Cyrus 8 Hipercalcémia idiopética e IRC
Canideo Springer Fémea Halia 1 Infecgéo pulmonar_por Crenosoma
spaniel vulpis
. Europeu Macho . Insuficiéncia renal aguda (IRA) (FIV e
Felideo comum (castrado) Manix 6 FeLV positivo)
Canideo Buldog Macho Pepere 10 Incontinéncia urinaria pgrswtente apos
frances (castrado) uma hérnia perineal
Canideo Bouw.er Macho Fooket's 3 Hiperplasia prostatica cgmpllcada por
bernois uma prostatite
Felideo Europeu Fe."?ea Griotte 10 Forte suspeita de Linfoma (eutanasiada)
comum (esterilizada)
Canideo Boxer Fémea Hortie 7 meses Cistite recidivante
Cocker
Canideo spaniel Fémea Heaven 5 meses Giardiose
ingles
Felideo Europeu Macho Dexter 2 IRA (causada por meloxoral e associada
comum (castrado) a obstrucéo por calculos de estruvite)
Fémea Infeccéo do trato urinario (ITU)
Canideo Pug Carlin - Colombine 10 recidivante (proteus, strep, staphy e
(esterilizada) coli)
Canideo Cruzado Macho Rick 13 H|perparat|r0|d|sn_10 primario (nédulo
(castrado) na paratiroide dta)
. Felideo Europeu Macho Minimi 2 Sindrome urolégica felina (SUF)
2 Medicina comum 8
Interna P Macho Rinite e diarreia crénicas, suspeita de
Felideo Bengal (castrado) Hercule 1 diabetes
Felideo Europeu Femea Baboun 15 Colangiohepatite I|nfo_p|asmocnar|a e
comum (esterilizada) pancreatite
Felideo Europeu Macho Baya 11 Diabetes mellitus
comum (castrado)
Felideo Burmese Fémea Osiris 15 Uréterolitiase/IRC
(esterilizada)
AHAI complicada por insuficiéncia
Canideo Cocker Femea Balissa 7 hepética de origem desconheada_ (ml_uto
(esterilizada) provavelmente causada por azatioprina
e corticosesterdides)
Felideo Europeu Fémea Irene 13 Doenga inflamatéria intestinal cronica e
comum (esterilizada) discreta esteatose
. Europeu Macho
Felideo comum (castrado) Peluche 4 SUF
Felideo Europeu Femea Petite 17 Hipertiroidismo
comum (esterilizada) Pousse
. Europeu Fémea PRI
Felideo comum (esterilizada) Papaye 15 Hipertiroidismo
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Servigo (anos) €asos
Felideo Europeu Fémea Houpette 1 Piémetra/Gestacao
comum
Canideo Doberman Macho Tyron 10 Sindrome de dilatagdo e tor¢éo gastrica
Dificuldades respiratorias devido a uma
queda de um 5° andar: pneumotorax,
. Europeu A . x X
Felideo Fémea Chimy 0,5 efusdo pleural, contusdes pulmonares
comum - - . ;
ou hemorragia mediastinal e atélectasia
do lobo cranial direito
Canideo Cruzado Fémea Louna 8 Edema agudo do pulmao
Europeu Dispneia com epistaxis e suspeita de
Felideo P Fémea Arya 1 traumatismo. Hemorragia escleral e
comum N
fenta palatina.
Queda de um 6° andar 1- Fractura do
Felideo Europeu Macho Frinouille 3 carpo direito e esquerdo 2- Fractura
comum (castrado) P mandibular direita 3- Fenta palatina
4- Suspeita de fractura da bacia
. Buldog .
Canideo ingles Macho Enzo 5 Broncopneumonia
Canideo Caniche Fémea Nini 16 Dlab_etes ‘.“e”'F”S (crise
hipoglicemiante)
Cavalier Edema agudo do pulmao
Canideo King charles Macho Bogart 7 e doenga valvular mitrale degenerativa
g (MVD) de estadio 4
Canideo Cruzado Fe."?ea Pistache 2 Piroplasmose
(esterilizada)
i Canideo Bouvier Macho Expresso 4 Corpo estranho linear jejunal
3 Cuidados bernois p p J€] 23
Intensivos Bouvier
Canideo bernois Macho Twister 11 Prostatite crénica/abcesso prostatico
P Pastor . .
Canideo alemao Macho Hades 1 Displasia de anca
. Macho . -
Canideo Cruzado (castrado) Nutty 12 IR e diabetes insipida
Felideo Europeu Fémea Canaille 18 Pancreatite
comum (esterilizada)
Canideo Bichon Fémea Chipie 8 IRA (mgdlcamgntosa (me'°x'°?m)’
isquémica, toxica ou pielonefrite)
Canideo Yorks_hlre Fe."?ea Uzza 9 Tumor maméario em M4 direita
terrier (esterilizada)
OAP e MVD de estadio 4 associada a
Canideo Cruzado Fémea Louna 8 uma dilatacéo atrial esquerda mais
marcada
. Buldog . PUNT -
Canideo francas Macho Wisky 3 Hérnia discal T13-L1 hemorrégica
Europeu Queda de um 6° andar: Hemoabdémen,
Felideo P Macho Hector 10 meses provavel ruptura da bexiga, fractura
comum . N
fémur distal esquerdo
IRA pés-renal associada a um célculo
Felideo Europeu Macho Rififi 7 urete_:ral direito, co_mpllcada por uma
comum (castrado) hidronefrose. Rim esquerdo de
dimensdes reduzidas
Canideo Past(~)r Macho Artchouk 13 _Complex_o parall_sna Ia_rmglgj .
alemao polineuropatia (Hemiplagia laringia)
Canideo Pastgr Fémea Ulane 10 Intoxicagéo por amonio quaternario
alemdo (lesdes linguais)
Sindrome vestibular, otite média
Po.rcol— Po_rco_—da— Macho Ralph 4 meses esquerda e _posswel/ dlreltg, suspeita de
da-india india pneumonia do lobo cranial esquerdo
com complicacdo de atelectasia
Estenose uretral, a uretrografia suspeita
Canideo Bouledo_gue Macho Birdy 7 de egt_enose ou compresséo uretral
francais prostatica dorsal/, prostatomegalia e
esplenomegailia
Canideo Pastgr Macho Artchouk 13 _Complex_o paraI|_5|a Ia_rmglz_a! .
alemao polineuropatia (Hemiplagia laringia)
Gastrite a helicobacter mustelae; ao rx
4 Imagiologia Fémea ileo mecénico e & ecog espessamento 39
Furdo Furdo - Chips 2 parietal focal gastrico, processo
(esterilizada) . . ~ x
inflamatério marcado, ndo exculséo de
CE
Felideo Europeu Fémea Le chat 2 Corpo estranho intestinal obstrutivo
comum
Europeu Corpo estranho piloroduodenal
Felideo P Fémea Newt 1 obstrutivo, hepatite aguda e possivel/
comum !
pancreatite
Corpo estranho ileal obstrutivo,
Furdo Furdo Fémea Nikita 9 meses associado a um ileus mecénico e
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Servigo (anos) casos
. Pastor . . . .

Canideo alemao Macho Viktor 9 Esofagite, Insuf. Adrtica excéntrica
Edema agudo do pulmao (EAP), doenca
Canideo _Cavaller Macho Bogart 7 vallvular mitral degeperatlva de esta}dlo
king charles 4; broncopneumonia no lobo cranial
direito e possivel edema residual
. Fratura distal do radio direito (dos dois
Felideo Europeu Femea Poussette 2 processos estiloides - lateral e medial)
comum (esterilizada) x . -
com luxacéo radio-ulna-carpiana
Cruzado Ecog abdominal: Cistite e pequenos
Canideo Pastor Fémea Princesse 13 calculos vesicais. Hiperplasia galndulo-
alemao quistica do Utero. Ovarios poliquisticos.
Felideo Europeu Femea Ding ding 7 Luxagdo tlb_lo-tarswa, poucos sinais
comum indicativos de uma artrose
Hipoplasia traqueal; multiplos focos
. Bouledogue R alveolares no dominio ventral
Canideo ) Fémea Boule 3 meses L ] .
francais compativeis com processo infeccioso
(suspeita de tosse do canil)
Rinite/Pneumonia; ao rx focos
Porco- Porco-da-
e e Macho Hollywood 9 meses alveolares no lobo caudal esquerdo
da-india india L : .
compativeis com processo infeccioso
Canideo Cruzado Macho Many 7 Dllatacgo do estomago com °°f!‘e“d°
heterogéneo (elementos mineralisados)
Cavalier Hobelix
Canideo Ki Macho black dit 9 meses Poliartrite idiopatica
ing charles
heros
. Europeu Fémea IRC (assimetria renal com atrofia do
Felideo - Louna 8 PRI
comum (esterilizada) rim direito)
. N Hemangiopericitoma cutaneo;
. Scottish Fémea - )
Canideo terrier (esterilizada) Trinidad 11 Ecografia revelou um volumoso tumor
hepético
Hipertermia recorrente; ao rx
Hermes du adenomegalia sobre-esternal; Eco abd:
Canideo Nizinny Macho clos des 1 adenite supurada generalizada,
vignettes peritonite, nddulo renal (abcesso!),
pancreatite, colite
Histiocitose reactiva; ao rx para
Canideo Bouwgr Macho Raven 3 pesquisa de h|st|00|to§e pulmopar.
bernois auséncia de adenopatia ou les6es
4 Imagiologia pulmonares 39
Ruptura do ligamento cruzado anterior
Felideo Europeu Femea Sinta 14 (RLCA) com mineralizacéo; ao rx
comum (esterilizada) artrose do joelho esquerdo, elementos
6sseos peri-articulares ndo especificos
Felideo Bengal Fémea ) Galuh 1 Gestacéo: 3 fetos visiveis sem sinais de
jalankayu complicagdes
Felideo Sphinx Fémea Princess 13 Pneumomed|astjno+enf|sema
subcutaneo
Pés-operatdrio de luxacdo da rétula
. Spaniel esquerda estadio 3 (transposicao da
Canideo bretéo Macho Caramel 1 crista tibial esq.): cicatrizagdo em curso
sem sinais de complicacéo
Pielonefrite esquerda; ecografia
abdominal: recidiva da dilatacéo piélica
. Europeu R . s :
Felideo Fémea Caline 2 ecogénica (presenca de sedimentos
comum . A
ecogénicos), persisténcia de uma
dilatacdo ureteral esquerda generalizada
Felideo Europeu Fémea Eclipse 15 IRC
comum (esterilizada)
Felideo Europeu Macho Dobby 8 Insuficiéncia renal crénica
comum (castrado)
West
Canideo highland Fémea Satine 12 Corpo estranho linear ileal
white terrier
Felideo Europeu Macho Rififi 7 Hidronefrose do rim direito
comum (castrado)
Ictéricia pré-hepéatica e AHIM
Macho P " X
Furao Furao Vodka 4 secundaria a uma colangiohepatite
(castrado) . . . X
infecciosa ou néo infecciosa.
Felideo Europeu Macho Zebo 1 SUF
comum
Cruzado
Canideo Pastor Fémea Chloé 11 Adenoma hepatocelular e gastroenterite
alemao
SUF. Eco: assimetria renal (direito
’ Europeu Macho ma_lor) com sinais de ngfropatla crénica
Felideo Manouche 7 bilateral, pequenos célculos vesicais
comum (castrado)
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Semana Rotac;ap ou Espécie Raca Sexo Nome Idade Diagnostico Namero de
Servigo (anos) €asos
Hipertiroidismo, sopro cardiaco e
hipertenséo arterial, hemiparesia
Fémea esquerda (susp. de tromboembolia),
................... Felideo Chartreux - Melody-blue 17 insuficiéncia da mitral estadio 1; Rx
(esterilizada) PR : ]
térax: cardiomegalia descompensada
com descreta efusdo pleural e congestdo
da veia cava caudal
IRC. Eco abdominal: nefropatia
Canideo Caniche Macho Snoopy 16 cronica, hiperplasia glanduloquistica da
4 Imagiologia prostata 39
Canideo Jailgr:iu:rsel Fémea Bounty 11 Gastroenterite alimentar
Canideo Bouledo_gue Macho Obelix 15 Crise c_onvulswfa de origem
francais (castrado) indeterminada
Canideo Cruzado Fe_n)ea Pomme 16 Mlcroat‘:lenom_a hipofisério. l,vl'assa
(esterilizada) gastrica e linfoadenomegalia
Europeu Macho Tumor maligno ao nivel do tarso e da
Felideo comﬁm (castrado) Isidore 12 tibia distal direita (Synoviosarcome,
myxosarcome)
. . Fémea . RLCA direito, Suspeita de sindrome de
Canideo Caniche (esterilizada) Reglisse 13 Cushing e de TM
. Europeu Macho Fractura fechada distal do imero
Felideo Rouky 4
comum (castrado) esquerdo
Canideo l?#gl;lj:sg Macho Hipso 10 meses Broncopneumonia
Felideo Europeu Fe_n}ea Lolly 15 Cistite |d|opat|czf1 recidivante
comum (esterilizada) (eutanasiada)
Felideo Europeu Fémea Feline 15 IRC
comum
Canideo 5u|dog Macho Donuts 5 Inflamagao do coxim c_en_tral do
ingles membro anterior direito
Felideo Europeu Macho Tarzan 10 Insuficiéncia cardiaca descompensada
comum (castrado) com edema pulmonar e efusdo pleural
Canideo  Chihuahua Fémea Cali 1 Gestagio de 5 fEt.O sa 55 dias, estado
corporal insuficiente
Canideo Bord_er Fémea Ouendy 15 IRC, edema p_ulmonar e suspelta de
collie leptospirose (eutanasia)
Furao Furao Fémea Lolita 2 Piémetra
Psittacus ~ Cinzento do . . .
erithacus Congo Fémea Charlotte 20 Rinite/aspergilose
Canideo Yi)g:(rsizrlre Fémea Fee liange 3 Leucoencefalite necrosante
. Golden Fémea T
Canideo retriever (esterilizada) News 7 Epilepsia idiopatica
Canideo Yorks_hlre Fe."?ea Heather 9 Linfangiectasia intestinal
terrier (esterilizada)
Canideo BracP Macho Reffo 6 meses Tripla fracturg da baCIa,e _suspelta de
alemdo anemia hemorrégica
5 Urgéncias 85
9 Canideo Bouledo_gue Macho Gus 3 SORB
francais
Oiseaux Perruche
perruche ! Macho Kiki 4 Enterite alimentar
. ondulée
ondulée
Canideo Husky Fémea lug 3 meses Babeswse_ (aner_ma hemolitica
infecciosa)
. Spaniel Fémea .
Canideo japonés (esterilizada) Rikay-akay 13 EAP
. Europeu Fémea . . L
Felideo comum (esterilizada) Karma 11 Crises convulsivas/epilepsia
Felideo ~ EUropeu Macho Aya 13 SUF
comum (castrado)
Felideo ~ Curopeu Fémea Minette 5 PIF
comum (esterilizada)
Canideo  Chihuahua Macho Xl 7 Doenca periodontal
(castrado)
Felideo Europeu Fe."?ea Heleen 1 EAP
comum (esterilizada)
Canideo  Chihuahua Macho Jack sparo 1 Corpo estranho intestinal obstrutivo
Felideo Europeu Macho Garfield 9 meses Politraumatizado
comum (castrado)
. Cruzado . x
Canideo labrador Fémea Maya 5 Pseudogestagao
Canideo Dogt{e Macho Budsy 10 Otohematoma esquerdo
argentino
Animal em estado de choque
Canideo Rottweiler Macho lzem 12 descompensado, stress respiratorio;
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Servigo (anos) casos
Felideo Europeu Fémea Maya 17 EAP
comum
. Europeu . Ferida aberta na fase dorsal do membro
................... Felideo comum Macho Kika 2 anterior direito, de 5 mm de diametro
Canideo Pas“’f be_lga Fémea Princesse 1 Hernia discal cervical
malinois
Canideo Coc_ker Fémea Nelle 17 Insufiencia respiratoria grave
americano (esterilizada) (eutanasiada)
Canideo Cruzado_ de Femea Belle 16 _Crlse cor_‘nvulswa de origem
yorkshire indeterminada (eutanasiada)
p Yorkshire Fémea Linfoma multicéntrico de elevado grau
Canideo terrier (esterilizada) Pegguy 14 de malignidade
West
Canideo highland Macho Styx 11 Otite bilateral
white terrier
Canideo Cruza(_jo Femea Feline 17 Sindrome vestll:_)ular central
yorkshire (eutanasiada)
Felideo Siames Fe."!ea Lazulie 15 Cistite idiopatica
(esterilizada)
Felideo Siames Macho Gibson 2 Politraumatizado
(castrado)
Po_r co- Po_r co- da- Fémea Cannelle 4 Convulsdes (eutanasiado)
da-india india
Canideo Bichon Macho Vix 9 Hifema de_ origem Eraumatlca com
(castrado) suspeita de lesdo nervosa
Felideo Persa Fe_"?ea Luna 17 IRC (eutanasiada)
(esterilizada)
. Cruzado de Lo
Canideo jack russel Macho Jazz 2 Poliartrite
Canideo Spitz Macho Indiana 4 meses Corpo estranho gastrico
Felideo Europeu Fe_"?ea Gremlins 18 IRC, Efus&o pleural.
comum (esterilizada)
Canideo Cbrizﬁi)io Fémea Nina 9 Piémetra, Hiperplasia glandulo-quistica
Canideo Cruzado Fémea Beauty 8 Demodecose
Felideo Europeu Macho Guizmo 1 Cistite
comum (castrado)
5 Urgéncias i i 85
g Felideo Europeu Macho Seven 4 Choqqe (hlpote_rm_la, fratura aE)erta do
comum métatarso direito, convulsdes)
Canideo Jai:r:zjesrsel Macho Heaven 1 Politraumadizado
Felideo ~ EUropeu Femea Minette 14 Linfoma
comum (esterilizada)

. Abatimento e disorexia; polipneia
Oiseaux Perruche (suspeita de tumor testicular ou renal
perruche ! Macho Paco 3 . . 5 . !

. ondulée devido a distenséo da cavidade
ondulée P
celémica)
West
Canideo highland Macho Fidji 3 RLCA direito
white terrier
Canideo _Cavaller Macho Pitchou 1 Gastroenterocolite
king charles
Felideo Persa Fémea Lulu 1 Politraumatizado
Eder de la
Canideo Teckel Fémea plaine aux 4 Distécia
lievres
p Cavalier Macho . . .
Canideo king charles (castrado) Cooky 3 Displasia do cotovelo direito
Canideo Yorks_hlre Fémea Ina 3 meses Fractura do eplcond_llo_ medial do
terrier cotovelo direito
Canideo Boxer Macho Vince 9 Glioma (crises convulsivas)
Felideo Siames Macho Zizou 14 IRC
(castrado)

C;:;zo Coelho anao Macho Noisette 5 meses Politraumatizado
Canideo Cruzado Macho Fredko 10 Paraparesia (eutanasiado)
Papagaio .

cinzento Clr(l:zgr?t%do Fémea Lily 13 Picacismo (picagem crénica por stress)
do congo g

Tortue

, Tortue Fractura aberta da carapaca (mordedura
d herr]man dhermann Macho Cacahuete 6 de um cao)

Felideo Europeu Macho Leonard 4 Fecaloma

comum (castrado)
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Oiseaux Pombo Fémea Toutoune 4 Celomite
pombo
Felideo Europeu Fémea Houma 9 meses Osteomielite crénica do tars
................... comum
Canideo BO?AZ?;’SQUE Macho Enko 4 Epilepsia idiopatica
Canideo Rottweiler Macho Doc 4 Gastroenterite
. Europeu Macho SUF (multiplos calculos vesicais de
Felideo comum (castrado) Gary 4 estruvite)
Felideo Europeu Macho Janon 19 Suspeita de tromboembolia aértica
comum (castrado) p associada a um sopro cardiaco
Felideo Sphinx Macho Hermess 10 meses Ferida cronica d_o tarsg _dlreno com
valgus e sinais de instabilidade articular
Tortue Tartaruga Macho Franklin 15 Rinite
greque grega
. Yorkshire Macho Hifema e hemorragia conjunctival do
Canideo terrier (castrado) Athos 8 olho esquerdo
Tortue \ A . .
deau Tortue d'eau Fémea Tortue 4 Otite unilateral
5 Urgéncias 85
g Canideo Go]den Fémea Kaline 8 Piémetra
retriever
Canideo Teckel Fe."?ea Cocaine 5 Claudicagdo
(esterilizada)
Canideo  Pastor belga Macho Freeman 14 Artrose
Felideo Europeu Fémea Reglisse 15 Hipertiroidismo
comum (esterilizada)
Canideo Cruzado Macho Bouli 10 Fractura mediodiafiséria do radio
. Bouledogue ;
Canideo francais Macho Yolo 3 meses Gastroenterite
Canideo Yorks_hlre Macho Woopy 4 Inflamagao pos trauma@lca Qeqos 3e4
terrier do membro anterior direito
Canideo Bo?r:;?:sgue Macho H'lron 1 Conjuntivite no olho esquerdo
Céo de
Canideo presa Macho Hector 6 meses Panosteite
maiorquino
Canideo  Beauceron Fémea Gaara 3 Linfoma multicéntrico estadio 4
Canideo Yorks_hlre Macho Youki 4 Obesidade
terrier
Nutricdo e . Epagneul
Dietética Canideo Breton Macho Rouky 10 IRC 3
Canideo Egagneul Macho Zack 11 Obesidade
reton
Canideo Cruzado Fémea Beauty 8 Demodecose
Canideo Go_lden Fe_rr}ea Saska 12 Seguimento de sarna sarcoptica
retriever (esterilizada)
American
Canideo  Staffordshir Macho Hyke 1 Demodecose
e Terrier
. . Fémea Dermatite alérgica a picada da pulga
Canideo  Fox terrier (esterilizada) Dolly 5 (DAPP)
Alergia alimentar, pododermatite
West atopica com infeccéo bacteriana e
Canideo highland Macho Astro 8 P . ¢ -
. - Malassezia (dermatose pruriginosa
white terrier N P
6 eritematosa cronica)
Canideo Bot_JIedogue Fe_n?ea Maddie 7 Dermatite atpica canina
ingles (esterilizada)
Dermat. Canideo Cruzado Fe_n)ea Lilou 5 Dermatite at6pica e o_tlte bilatéral a 2
(esterilizada) Malassezia
Canideo Bichon Fémea Hanae 1 Otite bacteriana cronica
West
Canideo highland Fémea Frimousse 4 Otite bilateral
white terrier
Canideo Pinscher Fémea Ange 4 Quistos sebaceos sobre o flanco
esquerdo
West
Canideo highland Fémea Prunelle 10 Seguimento de demodecose
white terrier
Canideo B(])(uledo_gue Fémea Gipsy 2 Dermatite atopica canina
rancais
West
Canideo highland Fémea Nina 4 Otite bilateral

white terrier
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American
Canideo  Staffordshir Fémea Esperenza 4 Foliculite bacteriana
e Terrier
................... Canideo Bouledogue Fémea Feta 4 Otite cronica e estenose dos condutos
francais auditivos
Felideo Europeu Macho Blacky 5 Otite ceruminosa
comum (castrado)
Felideo Europeu Macho Griffon 6 Otite bilateral
comum
Dermat. Canideo Cruzado Macho Kaiser 8 Hipotiroidismo 2
(castrado)
. Deutscher R
Canideo Drahthaar Fémea Ubelle 10 DAPP
Canideo Bo?rl]ztlieosgue Macho Grow 2 Dermatose de origem alérgica
Canideo Bichon Macho Youki 12 Tumor testlcqlar se_cretapte; Alopécie X
/ Displasia folicular
6 Canideo  Schnauzer Macho Gaiko 2 Sarna sarcoptica
Canideo Cruzado Fe."!ea Tekila 9 Addison
(esterilizada)
Canideo Jack r_ussel Femea Lea 10 Sindrome de cushing
. terrier (esterilizada)
Endocri. , : 4
Canideo Cruzado Macho Noa 16 Sindrome de c_ushl_ng (_macroadenoma
(castrado) hipofisério)
. Labrador Fémea . . .
Canideo retriever (esterilizada) Pilpoil 14 Diabetes mellitus
Felideo Europeu Fémea Choupette 1 Agressividade
comum
Felideo Europeu Fémea Lola 1 Agressividade
comum
Comport. Canideo Cruzado Fémea Calina 1 Agressividade e picacismo 5
Canideo  Rottweiler Fémea Hera 6 meses Avaliacdo comportamental
Canideo  Chihuahua Macho Luky 6 Ladrar persistente (para qualquer coisa
que se move)
Canideo Pa:;s];olznboeilsga Fémea Eden 4 Controlo de gestacéo (eco controlo 55d)
Canideo Bo?;;?gsgue Fémea Garner 6 Controlo de gestacéo (eco controlo 35d)
Canideo Teckel Fémea Divina 5 Diagnoéstico de gestagdo inconclusivo
Canideo Teckel Fémea Pigalle 5 Controlo de gestacao
Canideo Teckel Macho Cactus 6 Congelagéo de sémen
Canideo Teckel Macho Balthazar 7 Congelagéo de sémen
Brilyn
Canideo Shetland Fémea cof'fee_ 5 Controlo de gestacéo (eco controlo 38d)
crunch dite
"danette”
Canideo Shetland Fémea Odile 8 Controlo de gestacéo (eco controlo 30d)
Bay breeze
Canideo  Doberman Fémea vom 7 Controlo de gestacéo (eco controlo 25d)
gebrannten
walde
7 Reprod. : Fragance 38
. Rhodesian R x
Canideo . Fémea chanel out 3 Controlo de gestacéo (eco controlo 29d)
Ridgeback .
of africa
Yorkshire Fairy tale du
Canideo terrier Fémea domaine du 3 Controlo de gestagao (eco controlo 55d)
president
Canideo  Bull terrier Fémea Ghost 2 Controlo de gestagéo (eco controlo 53d)
. Gloss black
Canideo Staffordshlr Fémea diamond dit 2 Controlo de gestagao (eco controlo 36d)
e bullterrier » "
kaya’
Emilee du
Canideo Bot_JIedogue Fémea domaine dy 3 Controlo de gestagdo
ingles remparts dit
“emy"
Canideo B?;ig:i%ue Fémea Gadjy 2 Controlo de gestacéo (eco controlo 35d)
Pastor
Canideo branco Fémea Diamant 5 Controlo de gestagéo (eco controlo 32d)
suico
p Pastor R . x
Canideo b . Fémea Elite one 4 Controlo de gestagao (eco controlo 24d)
ranco sui.
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Canideo Boule_dogue Fémea Giffle 2 Controlo de gestagdo (eco controlo 54d)
americano
Dark Angel
................... Canideo  Bull terrier Fémea des Pirates 5 Controlo de gestagdo (eco controlo 25d)
D'Orthog
Staffordshir G'Lady
Canideo e bullterrier Fémea Tydra dite 2 Controlo de gestagao (eco controlo 38d)
americano "Holy"
Canideo  Pastor belga Fémea Heidi 1 Controlo de gestagao (nao gestante)
. Fury Divine
Canideo Bu_II _temer Fémea des Bulls de 3 Controlo de gestagdo (eco controlo 53d)
miniatura
Nerf
. Pastor . . N
Canideo . Fémea Buzia 7 Controlo de gestagdo (eco controlo 29d)
polonaise
Canideo Bichon Fémea Oceana dite 5 Controlo de gestagdo (eco controlo 30d)
dchacha
Canideo Levrier Fémea Valdivia 9 Vacinagao contra herpesvirus
afghan
Bouvier Florine du
Canideo b ) Fémea Domaine de 3 Controlo de gestagdo (eco controlo 46d)
ernois b
Verlaine
Canideo Rottweiler Fémea Fully 3 Controlo de gestagdo
Reprod. Canideo Bouledo_gue Fémea Chacha 2 Hiperplasia vaginal 38
francais
. Pastor . . Controlo de gestagao (IAF conseillés le
Canideo jomao Femea Ginny 4 29 et le 30/5/2013)
. Pastor belga A Eden de la x
Canideo malinois Fémea Chevesnerai 4 Controlo de gestagdo (eco controlo 55d)
7 Canideo %‘;mir Fémea Doom's day 5 Controlo de gestagdo
Canideo Pastor Fémea Dana 5 Controlo de gestagdo
alemao
Staffordshir Eyslizr(lj‘lelte
Canideo e terrier Fémea L'Eternell 4 Controlo de gestagdo (eco controlo 54d)
americano h
Passion)
Canideo Bo?r:!;tligsgue Fémea Maguy 5 Controlo de gestagdo
Canideo Carlin Fémea Keiko 2 Controlo de gestagdo
Canideo _Cavaher Fémea Fleurette 3 Controlo de gestagéo (eco controlo 21d)
king charles
Canideo Pastor be_lga Fémea Fidji 3 Controlo de gestagdo
malinois
Staffordshir
Canideo terrier Fémea Husty 1 Lactacéo de pseudogestacéo
americano
Canideo Shetland Fémea Ursillane 9 Sindrome (:]e. Cu.sh,mg de origem
ipofisaria
Canideo Teckel Macho Thomas 11 Sindrome d? CU.Sh,"?g de origem
hipofiséaria
. Europeu Fémea . . .
Felideo L Caline 10 Diabetes mellitus
Endocri. comum (esterilizada) 6
Canideo Rottweiler Macho Prince 7 Diabetes mellitus
Canideo Caniche Fémea Reglisse 13 Sindrome de_ Cu_sh[lryg de origem
hipofiséaria
Canideo Basset de Macho Timmy 14 Sindrome dg Cu_shrlr?g de origem
bretagne (castrado) hipofisaria
. Yorkshire . Luxagdo da rétula de grau 1 a direita e
Canideo terrier Macho Virgile 10 de grau 2 a esquerda
Canideo Sharpei Macho Hell boy 5 meses Fractura intercondiliana do Umero
esquerdo
Canideo Cruzado Macho Luffy 8 meses Panosteite eosindfilica
Felidp ~ EUrOPeu Macho Raymond 13 RLCA
comum (castrado)
Consultas . Europeu . Fractura de Salter Harris do fémur distal
8 de cirtrgia Felideo comum Fémea Papuche 3 meses direito 12
Canideo Bo?r:ztljgsgue Macho Ewan 4 RLCA do posterior direito
Canideo Staﬁordghlr Fe_n)ea Emeute 4 Controlo radiogréafico
bull terrier (esterilizada)
Canideo Staﬁordghlr Macho Gus 2 Tendmopatlg bilateral dos mysculos
bull terrier supra-espinhoso e/ou do hiceps
Canideo  Chihuahua Fémea Hamanda 1 Luxagdo patelar bilateral de estadio 1 &
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Semana Rotage}o ou Espécie Raca Sexo Nome Idade Diagnostico Namero
Servigo (anos) de casos
Canideo Labr ador Macho Djanco 3 meses Abcesso ao nivel do tarso
retriever
Cor]sgltqs Canideo Bouledo_gue Fe.”?ea Eddie 7 Avrtrose 12
de cirurgia francais (esterilizada)
Canideo Bo?;;?gsgue Fémea Heya 1 Caudectomia
Canideo Stif}fr?;?::” Macho Diesel 4 RLCA e luxagdo da rétula estadio 2
Felideo Europeu Macho Simba 14 Massa na base d_o p_awlhao auricular
comum direito
. Pastor Fémea Ferida recidivante ao nivel da almofada
Canideo - Elou 4 L
alemao (esterilizada) palmar direita
_B]ocp Canideo Cruzado Femea Wodka 15 Massa pediculada de 4 c_m'de diametro 7
cirargico (esterilizada) no cotovelo direito
p Yorkshire o . . -
Canideo terrier Macho Smarty 8 Bidpsia dssea do fémur distal direito
Felideo Europeu Macho Fripouille 3 Luxacéo do carpo
comum (castrado)
. Europeu . X .
Felideo Macho Titi 4 Desbridamento e fechamento de ferida
comum
Canideo Malinois Macho E.T. 4 Massa mandibular rostral
Fémea Massa sub-cutdnea no membro anterior
Canideo Rottweiler (esterilizada) Calypso 9 direito (suspeita de mixosarcoma ou
condrosarcoma de baixo grau)
. Europeu Macho . Osteomielite piogranulomatosa crénica
Felideo comum (castrado) Tichat 15 (massa sob o olho direito)
Felideo Europeu Fe."?ea Lamu 1 Fractura Gmeral
comum (esterilizada)
Canideo fBraqqe Macho Poldo 9 Massa perianal
rancaise
8 Consultas  Canideo hBraqug Macho Argmls I(_‘U 7 Massas cutaneas multiplas benignas 12
de cirdrgia ongrois puits calin
Felideo Europeu Macho Prince 1 Fractura e luxacéo da cabeca femoral
comum
Canideo Carlin Macho Vladimir 9 Hérnia discal
Canideo Cruzado Fe."!ea Toupie 9 Parésia do posterior direito
(esterilizada)
Canideo Labr ador Macho Destroy 5 Artrose do cotovelo esquerdo
retriever
p Golden X .
Canideo retriever Macho Hollyter 6 meses  Displasia dos cotovelos e coxo-femoral
Canideo Setter Macho Leon 14 Infeccéo localizada
Canideo Yorks_hlre Fémea Chouchoune 7 meses Luxacéo medial da _rotula esquerda de
terrier estadio 4
Felideo Europeu Femea Chaussette 8 Estenose raquidiana T2-T3
comum (esterilizada)
. Macho Luxagéo temporo-mandibular
Bloco Felideo Persa (castrado) Gaspard 2 recidivante (ptialismo e mal-ocluséo) 6
cirargico Felideo Europeu Macho Arken sas 8 meses Fractura de Salter Harris de tipo 1 ou 2
comum dit pompom ao nivel do condilo femoral esquerdo
Felideo Cruzado Fémea Lily 6 meses Fractura médiodiafisaria distal do radio
e ulna esquerda
Canideo Cruzado Macho Cachou 6 Higroma do cotovelo
. Europeu Macho
Felideo comum (castrado) Blanchot 1 Prolapso rectal
. . Fémea Luxagao da rétula associada a uma
Consultas Canideo Bichon (esterilizada) Canelle 7 RLCA do membro posterior direito 4
de cirdrgia . -
g Canideo Bo?r:ztljgsgue Macho Harry potter 1 Osteocondrose do ombro direito
Canideo Caniche Fémea Prune 12 Tumores mamarios
. Bouledogue : 4
Canideo francais Macho Emirate 4 Granuloma no véu do palato
.B,IOCF) Felideo Europeu Femea Lyloon 12 Massa lombar a esquerda 3
cirdrgico comum (esterilizada)
. Europeu Macho o
Felideo comum (castrado) Snoopy 5 Urolitiase
9 Canideo Rottweiler Fe."!ea Xena 4 RLCA direito
(esterilizada)
Canideo Setter Macho Rick 13 Lipoma na regiéo axilar direita
Consultas irlandes Y P 9 13
de cirdrgia Canideo Y?er:(rsisr"e Macho Aslo 7 Massa mandibular direita
Canideo _Hus_ky Macho Varouk 9 Displasia coxo-femoral bilateral
siberiano
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Semana Rotage}o ou Espécie Raca Sexo Nome Idade Diagnostico Namero
Servigo (anos) de casos
Felideo Siames Macho Buster 1 Fractura tlpq Salter Harris 11 da tibia
(castrado) distal esquerda
Canideo Setter Macho Byron 6 RLCA posterior direito
gordon
Canideo Jai: r:resrsel Macho Dusty 4 Politraumatizado (acidente via publica)
Canideo Spitz Macho Hope 9 meses Fractura do radio e ulna do membro
esquerdo
Cor]sgltqs Canideo  Chow chow Macho Roucky 12 Ulcera da cérnea profunda 13
de cirurgia
. Cavalier A x
Canideo king charles Fémea Hayna 1 Luxagdao da patela
. Europeu Fractura tipo Salter Harris I do fémur
Felideo comum Macho Hector 1 esquerdo
Felideo Europeu Fe.”?ea Chatounette 15 Artrose
comum (esterilizada)
Canideo Cruzado Fe.”?ea Frida dit 3 RLCA posterior esquerdo
(esterilizada) gaya
. Bouledogue s
Canideo francais Macho Einstein 4 SORB
. Europeu Fémea Gali dit Laringite moderada e discretos sinais de
Felideo L I -
comum (esterilizada) gribouille bronquite
. . Fémea Gigi dit .
Bloco Canideo Sharpei (esterilizada) moka 2 RLCA direito 6
cirurgico Canideo Jailgr:;:asrsel Macho O'Neill 7 RLCA direito
Felideo Europeu Macho Chat trouve 3 Fractura do fémur direito
comum (castrado)
9 Canideo Ytt)er:(rsi:rlre Macho Athos 8 Fractura do fémur direito
. Europeu Macho Quisto sebéceo infectado na orelha
Felideo comum (castrado) Tarzan 8 direita
Felideo Europeu Macho Papyrus 10 Massg na regido |ngum_a| direita
comum compativel com hemangiossarcoma
Felideo Europeu Fe.”?ea Kookie 1 Hérnia umbilical
comum (esterilizada)
Canideo B(;uledo_gue Fémea Dugly 5 SORB
rancais
. Dogue A L . .
Consultas Canideo argentino Fémea Nikita 1 Displasia da anca 10
de cirdrgia Canideo Cruzado Macho Oscar 12 Artrose coxo-femural
(castrado)
. Europeu Fémea .
Felideo comum (esterilizada) Arsule 13 Massas labiais
Canideo Sharpei Macho Chaplin 6 Fractura da falange prqmmal do dedo V
do membro anterior esquerdo
Canideo Rottweiler Macho Helson 1 Displasia coxo-femoral bilateral
Felideo Europeu Macho Roucky 10 Duas massas a0 nlve_l das escépulas
comum (castrado) com suspeita de fibrosarcoma
. Yorkshire Urolitiase (céalculos de oxalato de célcio
Canideo terrier Macho Scoop 12 uretrais e vesicais)
Canideo Yorks_hlre Macho Caramel 7 Hérnia perineal bilateral
Bloco terrier 4
cirdrgico Canideo Boxer Macho Speed 12 Massa cutanea ulcerada abdominal
caudal
Canideo Bo?r:;?gsgue Fémea Foxy 3 Politraumatizado
Felideo Europeu Fe_rr}ea Kookie 1 Hérnia incisional umbilical
comum (esterilizada)
Canideo Bot_JIedogue Macho Goliath 2 SORB
ingles
. Europeu - Massa situada na base do pavilhéo
Felideo comum Macho Ofivier 13 auricular esquerdo
. Macho . . e .
Canideo Cruzado Victurnin 10 Hérnia perineal esquerda
(castrado)
Canideo Ja(t:lgr:?:rsel Macho Tekken 2 Necrose asséptica da cabeca do fémur
10 Anestesia S 20
Canideo Fémea Hever 1 Displasia do cotovelo
Bernardo
Canideo  Yorkshire Fémea Slowly 12 RLCA
terrier
Felideo Europeu Macho Gritou 10 Tumor cutaneo labial
comum
Canideo Sharpei Macho Chaplin 6 Fractura dos metacarpos esquerdos
Canideo Y?g:(rsisrlre Macho Caramel 7 Hérnia perineal bilateral
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Semana Rotage}o ou Espécie Raca Sexo Nome Idade Diagnostico Namero
Servigo (anos) de casos
Felideo Europeu Macho Clochard 7 SUF
comum (castrado)
Canideo spitz Macho Teddy 1 Fractura fechqda} na regido distal do
(castrado) radio/ulna
. Europeu Macho . . .
Felideo comum (castrado) Pixel 3 Politraumatizado
Pastor Fémea
Canideo bra_nco (esterilizada) Bali 5 RLCA esquerdo
suico
Pastor
Canideo branco Macho Polo 5 Fimose
10 Angstesia suico 20
American
Canideo Pit Bull Macho Gucci 2 RLCA direito
Terrier
Canideo Cruzado Macho M;/);g it 4 RLCA direito
Canideo Cruzado Macho Albert 15 Massa pediculada na orelha direita
Felideo Europeu Macho Narcisse 10 ITU/IRC
comum (castrado)
. Macho . .
Canideo Cruzado Kayser 14 Fistula entre a prostata e a pele
(castrado)
Canideo Cruzado Macho Kayser 8 Luxagdo bilateral traumatica dos carpos
Felideo Europeu Macho Kana 3 Fenda palatina
comum (castrado)
Canideo Shiba-inu Fémea Ikira 1 més Hérnia frénico-diafragmatica
. Europeu R - .
Felideo comum Fémea Helphy 1 Presenca de polipos nasofaringeos
Felideo Europeu Fe."!ea Poussette 2 Fractura aberta do radio direito
comum (esterilizada)
. Macho . .
Canideo Cruzado Kayser 14 Fistula entre a prostata e a pele
(castrado)
Canideo Pastgr Fémea Baghera 6 Fractura da ulna direita
alemao
Interna. de p Setter : Lipoma infiltrativo no masculo peitoral
u Cirurgia Canideo irlandés Macho Ricky 13 direito 15
. Europeu R . .
Felideo comum Fémea Gris 1 mes Fractura do colo fémural esquerdo
Canideo Y?er:(rsisrlre Macho Caramel 7 Hérnia perineal bilateral
Felideo Siames Fémea Pussy 13 Pidmetra
Felideo Europeu Macho Titine 2 SUF
comum
. Bouledogue :
Canideo francais Macho Frenchie 3 Estenose uretral
Canideo Bo?r:;?:sgue Fémea Foxy 3 Mudltiplas feridas de mordida
Canideo Labr ador Femea Anouk 8 Ferida purulenta
retriever (esterilizada)
Canideo Cocker Fémea Maisy 5 Remogdo de po,nFos (exérese da cadeia
spaniel mamaria esquerda)
. Macho Rock du x . .
Canideo Schnauzer (castrado) clos 13 Remogdao de pontos (orquiectomia)
. Europeu Fémea x . .
Felideo comum (esterilizada) Bounty 1 Remocgdao de pontos (ovariectomia)
. . Fémea L Remocao de pontos
Canideo  Chihuahua (esterilizada) Sissi 1 (ovariohisterectomia)
Felideo Europeu Femea Lila 1 Remocao de pontos (ovariectomia)
comum (esterilizada)
Felideo Europeu Fe."!ea Maitika 2 Remocao de pontos (ovariectomia)
comum (esterilizada)
Cirargias . Epagneul Macho . x . .
12 de reprod. Canideo Breton (castrado) Bowling 9 Remogdao de pontos (orquiectomia) 42
. . Fémea U -
Felideo Siames (esterilizada) Pussy 13 Controlo pés-cirargico (pidmetra)
Canideo Bc;?;ﬁccigigsue Macho Einstein 4 Controlo pés-cirdrgico (palatoplastia)
. Europeu Fémea PP . .
Felideo comum (esterilizada) Nenette 1 Controlo pés-cirtrgico (ovariectomia)
. Europeu Fémea PP . .
Felideo comum (esterilizada) Luna 1 Controlo pés-cirtrgico (ovariectomia)
Canideo B(])culedo_gue Fémea Coco 2 Controlo pés-cirtrgico (cesariana)
rancais
Canideo Bouledo_gue Femea Hadel 1 Controlo pés-cirtrgico (ovariectomia)
francais (esterilizada)
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Semana Rotage}o ou Espécie Raca Sexo Nome Idade Diagnostico Namero
Servigo (anos) de casos
Canideo Cruzado Macho Timeo 11 Controlo pés-cirdrgico (orquiectomia)

(castrado) P Y d
Felideo Europeu Fe."?ea Cleopatre 1 Remoc&o de pontos (ovariectomia)
comum (esterilizada)
. Europeu Fémea x . )
Felideo comum (esterilizada) Pepette 2 Remoc&o de pontos (ovariectomia)
. Europeu Fémea x . )
Felideo comum (esterilizada) Harley 1 Remoc&o de pontos (ovariectomia)
Felideo Europeu Fe_mea Chloe 15 Remogdo de po,ntos (exérese de massa
comum (esterilizada) mamaria ulcerada)

Felideo Europeu Macho Oliver 13 Remocgao de pontos (exérese de massa
comum sobre a base da orelha esquerda)

Canideo Labr ador Fe_n?ea Laika 1 Remogé&o de pontos (ovariectomia)
retriever (esterilizada)

Felideo Europeu Macho Gritou 10 Remocé&o de pontos SBlopsm_ excisional
comum de tumor cutaneo labial)

. . Fémea x . .
Canideo Carlin (esterilizada) Ella 4 Remoc&o de pontos (ovariectomia)
Canideo Shi tzu Macho Hiroshi 1 Remocé&o de pontos (orquiectomia)

(castrado) ¢ P q
Felideo Europeu Femea Kookie 10 Remocéo de pontos (hérnia umbilical)
comum (esterilizada)

. Europeu Fémea P . .
Felideo comum (esterilizada) Lea 12 Controlo pés-cirtrgico (ovariectomia)

. Europeu Fémea Remocgao de pontos (exérese de massa
Felideo comum (esterilizada) Chloe 15 mamaria ulcerada)

Canideo Bichon Fémea Nais 3 Remogéo de pontos (ovariectomia)
(esterilizada)
Cirdrgias  Canideo Pastor . Remoczo de pontos (laparotomia
12 42
de reprod. alemao Fémea Tessya 10 exploratdria)
Felideo Europeu Fe."?ea Kiss 1 Remoc&o de pontos (ovariectomia)
comum (esterilizada)
Canideo Yorks_hlre Fémea Venus 9 Controlo pos-cirdrgico _(exerese de
terrier nédulo mamario)

. Europeu N . Controlo pés-cirargico (Fractura aberta
Felideo comum Femea Padi 2 da tibia esquerda)

Canideo Spitz Macho Feiji 3 Remocéo de pontos (orquiectomia)
(castrado)
. Cocker Fémea Ambroise Remocé&o de pontos (corpo estranho
Canideo . L 8
spaniel (esterilizada) cally duodenal)
Canideo Cruzado Fémea Venus 9 Remocao de pontos (exérese da cadeia
mamaria esquerda)
Felideo Europeu Fémea Madame 1 Ovariectomia
comum Peel
Felideo Europeu Fémea Hevy 1 Ovariectomia
comum
Felideo Europeu Fémea Nala 3 Ovariectomia
comum
. Europeu . . .
Felideo comum Macho Titeuf 1 Orquiectomia
Felideo Bengal Macho Lannister 1 Orquiectomia
Felideo Europeu Macho Max 6 meses Orquiectomia
comum

Canideo Cruzado Fémea Holly 2 Ovariectomia

Canideo Labr ador Fémea Laika 1 Ovariectomia
retriever

Felideo Europeu Fe_rr}ea Kochka 12 Linfoma multicéntrico
comum (esterilizada)

Felideo Europeu Fémea Tigroune 1 Politraumatizado
comum

. Europeu Macho . .

1 Cuidados Felideo comum (castrado) Isseyne 3 Politraumatizado 6
intensivos e
Felideo Europeu Fe_n)ea Timy 13 Bronquite crénica
comum (esterilizada)
Canideo Cruzado Macho Gribouil 15 Edema agudo pulmonar
Canideo Malinois Macho Eros 4 Feridas tdracicas profundas
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Anexo Il — Primeira apresentacédo realizada no XI congresso do Hospital Veterinario de
Montenegro

GERIATRIA SEN SEGREDOS

CLASSIFICACAO MOLECULAR DOS TUMORES MAMARIOS FELINOS « Desafios da classificag&o dos tumores mamarios felinos (TMF);
E SUA CARACTERIZAGCAO CLINICA * Revisdo da classificacdo molecular dos tumores mamarios (TM)
humanos;

Silva, T.; Soares, M.; Correia, J.; Ferreira, F.

+ Revisdo dos estudos sobre a classificacdo molecular dos TMF;

« Investigacdo das correlacdes existentes entre as caracteristicas
clinicopatoldgicas e os subtipos moleculares de 21 casos de TMF;

 Discusséo dos resultados e conclus&o.

Desafios da classificagdo dos TMF Desafios da classificacdo dos TMF

¢ Os TMF apresentam uma complexa heterogeneidade morfoldgica e + No entanto, todos estes pardmetros revelam uma capacidade
bioldgica, o que determina:

- diferentes comportamentos clinicos;

- distintas respostas terapéuticas. )
* Presentemente, a sua classificagdo baseia-se em critérios

clinicopatolégicos que incluem:
- idade;

preditiva e/ou progndstica insuficiente.

HiperplasiasiDisplasias

Hiperls Tumoresbengnos Tumores malignos
- tamanho do tumor;
- presenca de metastizagdo; . e Fibroadenomace M oy stido P:vimmms:Ilmronamlﬁlltos
- estadio TNM; Adense Fbrosdenonade st coyinoma riifore
- grau de malignidade; e Poemse | Carirons menos
- subtipo histolégico; - Cocamaons

p gico; S oo s e
- permeagéo vascular... Classmcapéo histologica das lesdes mamérias felinas (adaptado de

Misdorp, 1999).

lustragéo dos principais desafios da classificagéo dos tumores mamirios felinos.

Classificacdo molecular dos TM humanos

Perou, C.M. et al. (2000). Molecular
portraits of human breast tumours. Nature,
406, 747-752.

- z o= Serlie, T. et al. (2001). Gene expression

Oncologla mamarla humana i 4 patterns of breast carcinomas distinguish

' tumor subclasses with clinical implications.

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 98, 10869-
10874.

Arelis de agrupamenta hieérquico s subcorjuntos de genes
“intrinsecos” (extraido de Perou et al., 2000).

241



Classificagdo molecular dos TM humanos Classificagdo molecular dos TM humano

Subtipo molecular Luminal A Luminal B HER-2 positivo Triplo-negativo

- Frequéncia (%) 50-60 1020 1520 10-20
) - Perfil de expressio Genes relacionados com o Genes de proliferagio Genes de CK, P-caderinas, CAVL/2,
Luminal A (LA) N\ Triplo-negativo (TN) genética RE proliferagio/HER-2/neu  CD44, Kit
Classificagao Molecul:
] ssificagao Molecular () Grau de malignidade Baixo Alto Alto Alto
Luminal B (LB) | |, HER-2 positivo 3
M $ p Marcadores de IHQ RE-* elou RP*, HER-2,  RE-a* elou RP*, RE-, RP', HER-2" RE-, RP, HER-2,
b<d < (] Ki-67,. CK8/18", GATA3 ~ HER-2", Ki-671, EGFR* EGFR", CK5/6"
m ' Progndstico Bom Intermédio/Mau Mau Mau
y Resposta a quimioterapia  Baixa (7% RC) Intermédia (17% RC) Alta (43% RC) Alta (36% RC)
Tratamento 1Ae SERM 1A, SERM e Ac anti-HER-2 ~ Ac anti-HER-2 Inibidores de PARP-1
Hlustragao da classificagio molecular dos tumores mamérios humanas, R ——— Vias PIBKIAKTIMTOR & RASIRAFIMEK

Resumo das principais caracteristicas de cada um dos subtipos moleculares de tumores mamérios humanos (adaptado de Goldhirsch et al., 2011 e
De Abreu etal., 2013).

Classificacdo molecular dos TMF

Oncologia mamaria felina

Classificacdo molecular dos TMF

 Estudos existentes

» Estudar a prevaléncia dos diferentes subtipos moleculares nos TMF;

Nimerode  Subtipo m

Autores animais (n) mais pre Restantes resultados relevantes Conclustes
CrlodAis - A ey égﬁgj%ﬂ%%::‘;ze %E%Eﬁ%%i?g:;ﬁ* + Pesquisar a concordancia existente entre o fendtipo molecular das
’ diferentes massas tumorais presentes no mesmo animal;

- 0s TMF sio um bom modelo
B i - Determinar se existe alguma associagio estatisticamente significativa
entre os subtipos moleculares e as diferentes caracteristicas

Iminofenipn dosTM prindrios e et clinicopatolégicas dos TMF analisados;

Beha etal, 2014 3 HER-2positivo (100%) :Em‘c":ﬁzﬁg;"z ::r:g::zaparaum\erapémica
ormces » Avaliar o valor prognéstico da classificacdo molecular dos TMF
Catmeat, o n TN (5% Cobs tani s e através da andlise de sobrevivéncia, bem como perspetivar a sua

subtipo TN eventual aplicagéo futura no diagndstico e na terapéutica.

Resumo dos estudos publicados sobre a classificagao molecular dos tumores mamrios felinos,
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Material e Métodos Material e Métodos

21 felinos diagnosticados com TM e seguidos clinicamente entre 18 de marco §§§
de 2009 e 31 de outubro de 2014
*  IHQ: método de micropolimeros de enzimas indirecto

— Metéstases regionais: 7 casos .
9 (Novocastra Novolink Polymer®)

— Metéstases distantes: 3 casos Método de micropolimeros de enzimas
indirecto (extraido de Ferro, 2013)
+  No total foram analisadas 80 massas neoplasicas através de: Anticorpo e Tipo Origem Diligio ™% ecuperagdo antigénica
primério incubago
. o _ ot Banho-Maria a 95°C durante
—~ Exame imunohistoquimico (IHQ) para avaliar a expressio de RP, RE-a, HER-2 & An-RP 1E2 """"“"‘ ;‘" VTR, UTESHT PD 16ha4°C  60° em solugdo de tampio
indice Ki-67 (de acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana de Oncologia ST ER citrato (pH 6.0)
Clinica, do Colégio Americano de Patologistas e do Grupo de Estudo Internacional do Ki-67 Monoclonal  Thermo Scientifi
em Cancro de Mama) At-RE-q Gl oroctondd mOSAENITE 1100 6hadec

de murganho Rockford, EUA

. . . - . Panela de pressio (2 atm, 2’
— Exame histopatoldgico (de acordo com os critérios da Organizagio Mundial de . Monoclonal Invitrogen, P ( )
i 5 : Anti-HER-2  CB1L 1200  16had’C com solugio de tampdo
Salde para os TMF e segundo o sistema de graduagdo de Nottingham proposto por de murganho ~ Carlsbad, CA, EUA it H60
Elston e Ellis) citrato (pH 6.0)
Anti-Ki-67  Policlonal de coelng e Scientific, - g5, 60

Rockford, EUA

Anticorpos primérios utilizados e protocolos de imunohistoquimica realizados.

Material e Métodos Material e Métodos

RPIRE-a Analise estatistica

¥ R
,—‘—‘ « Teste exato de Fisher: associagdes entre as variaveis clinicopatoldgicas e os
subtipos moleculares dos TMF

HER-2 HER-2

- +/- + -
,—‘—‘ ’—‘_‘ » Método de Kaplan Meier e log-rank test: anélise de sobrevivéncia

Luminal A | Luminal B HER-2 Triplo
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Algoritmo utilizado na classificagao molecular dos tumores mamérios felinos analisados.
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Resultados

 Prevaléncia dos diferentes subtipos moleculares

Tripl jativo
5% (nF1)

Luminal
/5% (n1)

HER-2 positivo|
3% (=) |

N

Triplo-negativo
29% (n=2)

Luminal B
57% (n=4) Triplo-negativo

67% (n=2) ~

HER-2 posnivd’
14% (n=1)/

Luminal B
76% (n=16)

TMF primarios (n=21) Metéstases regionais (n=7)  Metastases distantes (n=3)

+Na maioria dos casos o imunofenétipo dos diferentes tumores foi discordante
(52,4%; 11/21).

Resultados

Tempos de sobrevida (TS)

Tempn de sobiverida (meses)

Tempo s¢ sobrevins (meses)

TS médio do subtipo HER-2 positivo = 9,33 meses
(1C95% 0,7-18 meses; mediana=11 meses)

TS médio do subtipo Luminal B = 27 meses
(IC95% 15,8-38,2 meses; mediana=17 meses)

Discussao

Luminal B
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Tamanho médio das massas R 2 00 . .
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Tamanho do tumor de maior N . wom Lsem o
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Ovariohisterectomia sim Sim sim sim 0315
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— ) . Tabulo-papilifero  Sélido ]
Subtipo histolGgico Tibulo-papilifero s (o  Crbiforme 044
Grau de malignidade | 111 (81,25%; n=13) m m 015
UMD i 111(56,25%; n=9) 111 (33,3%; n=1) I 0424
Presente Presente
Permeagdo vascular Ausente o8y (T n2) Ausente 063
Presente Presente
Necrose Ausente (68,8%: n=11) (66.71%;12) Presente 0,63
Metastizagdo no momento do Presente Presente
jagnosti (UEEID (37,5%;n=6)  (33,3%:n=1) Ausente B
- Presente Presente
Recidiva Ausente (68.8%; n=11) (66.7%; n=2) Presente 0,35

Resultados

Tempos livres de doenga (TLD)

5

Sobrevida livre de doenga cumulativa (%)

p=0,043

Tempo livre d¢ doenga (meses)

Tempo Ihae de doenga (meses)

TLD médio do subtipo HER-2 positivo = 6 meses
(IC95% 1,07-10,9 meses; mediana=8 meses)

TLD médio do subtipo Luminal B = 13,3 meses
(IC95% 7,5-19,1 meses; mediana=11 meses)

Discussao
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+ Os subtipos mais prevalentes nos casos de TMF analisados foram o
Luminal B (n=16; 76%) e o HER-2 positivo (n=3; 14%), o que
corrobora com os resultados de Brunetti et al. (2013) e contrasta com os
de Wiese et al. (2013) e de Caliari et al. (2014).

+ Observou-se uma progressdo para fen6tipos mais agressivos nas
metéstases regionais e distantes.

« Discordancia entre os subtipos moleculares das diferentes massas
tumorais presentes no mesmo animal em 52,4% (11/21) dos casos.

+ As caracteristicas clinicopatoldgicas e IHQ de cada um dos subtipos
moleculares nos TMF analisados estdo de acordo com as observadas nos
TM humanos (Goldhirsch et al., 2011; Eroles et al., 2012).



Discussao

« As curvas dos TS dos subtipos moleculares dos casos de TMF estudados
foram semelhantes as observadas nas mulheres com TM.
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3.744 pacientes observados por Cheang et al.,
2008 (extraido de Foulkes et al., 2010).

Conclusao

+  Este estudo sugere que a classificagiio molecular dos TMF podera vir a tomar-se
na tdo descjada classificagdo com nitida importancia clinica, cientificamente bem
alicergada, facilmente aplicavel na rotina médica e garantidamente reprodutivel.

Dustrocdo da cassificado moleculr dos bameces mamirios felinos.
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Anexo 1V — Segunda apresentacdo realizada no XI congresso do Hospital Veterinario de

Montenegro

GERIATRIA SEN SEGREDOS

Conteudo da comunicagdo

Importancia Clinica da Sobreexpressdo da
Oncoproteina HER-2 em Tumores Mamarios Felinos

Silva, T.; Soares, M.; Correia, J.; Ferreira, F.

Antiga “caixa negra misteriosa”...

Circuito de
diferenciagioe de ., .
citostasia

Circuito de
mobilidade

Circuito de
prolferago

Circuito de
viabilidade

‘Alguns dos genes que sofrem mutagbes conhecidas estao assinalados a vermelho e as vias que ainda ndo foram comprovadas
estd em linhas interrompides.

Circuitos integrados intracelulares relacionados com algumas das principais caracteristicas do
cancro (adaptado Hanahan & Weinberg, 2000 e 2011).

Familia HER (Human epidermal growth factor receptors)

»_Conformacéo fechada

Conformagdo Aberta

slo@HcoLoay:

Alterago da conformagéo de HER-3 ap6s a ligacéo ao ligando (Roskoski, 2014)

+ Caracteristicas da familia HER e da proteina HER-2

+ Importancia do HER-2 nos tumores mamarios (TM) humanos e
nos tumores mamarios felinos (TMF)

+ Estudo das associacoes entre a expressao de fHER-2, as
caracteristicas clinicopatolégicas e os tempos de sobrevivéncia em
21 felinos com TM.

« Discusséo dos resultados e concluséo

Familia HER (Human epidermal growth factor receptors)
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HER-2

HER-1/EGFR &_
Y Dominio extracelular (de ligagdo ao
ligando e de dimerizagao)

} Dominio transmembranar

Dominio intracelular (atividade de
tirosina-quinase)

Familia dos recetores de fatores de crescimento epidérmico humano
(Yarden & Sliwkowski, 2001; Roskoski, 2014).

Familia HER (Human epidermal growth factor receptors)

slo@ucoLosy

Progesso de dimerizagdo dos HER (Roskoski, 2014)



Caracteristicas da proteina HER-2

Sobreexpressdo de HER-2 em TM humanos

* Vias de sinalizacéo ativadas pelo

HER-2: + Uma célula normal expressa cerca de o T Sobreexpressio de
— RAS/IMAPK 20.009 'HER-Z, enquanto uma célula de HER-2

_ PIBK/AKT neoplasica pode expressar 2.000.000

— PLCy/PKC de HER-2 (Russell, 2014)

— JAK-1/JAK-2/STAT3

~ PAK/INK/INKK

1 SRR

+ Aproximadamente 25% dos TM
humanos metastaticos sobreexpressam

HER-2 (Russell, 2014) Algumas das principais caracteristicas
associadas a sobreexpressdo de HER-2
= - ~ Curtos tempos de sobrevida (TS) e
* Tal sobreexpresséo conduz a ativacdes fivre de doenca (TLD)
excessivas das respetivas vias de
— Diferenciacdo

N N . L N Aumento do risco de metastizacao
Sobrevivéncia sinalizacdo e é muito relevante para a Baioa expressa d6 recetores o
 Apoptose Principais vias de sinalizagao ativadas pelo HER-2. malignidade tumoral Roskoski, 2014) oint & 6 progeseroms

(Yarden & Sliwkowski, 2001) Expressio celular de HER-2.

« Envolvidas na regulacdo da:
— Diviséo celular
— Migragéo/Adesdo
— Angiogénese

(Roskoski, 2014) Algumas  das  principais  caracteristicas
correlacionadas com a_sobreexpressio de
HER-2 (Slamon et al., 1987 e 1989; Russell,
2014).

Terapéuticas anti-HER-2 em humanos Sobreexpressio de fHER-2 em TMF

xpressio de .
Autores S Restantes resultados relevantes
De Maria etal 1) Dominio de tirosina-quinase de fHER-2 ¢ semelhante a0 seu homblogo humano em
U o ) — s 41,6% (15/36) 92%;
Q — 2) Auséncia de amplificagio de HER-2/neu.
vems wer Winston et al Expresso de fHER-2 a0 nivel dos foliculos pilosos, glandula maméria, estomago,
00s 30 Mediana de 925%  glandula salivar, bao, adrenal, rins, testiculos, colon, intestino delgado, cérebro,
figado e pancrezs.
R » ——— 1) Associada a TS mais curtos (14,6 meses versus 18,7 meses, p=0,02);
I 2005 47 59,6% (28/47) | | 2) Nenhuma associagio entre as fsticas clini 6gicas ea :
A de fHER-2.
i St o — — -
L ok 120 ) 1) Associada a maior grau de malignidade (p=0,011) e a subexpresso de recetores
"”’”"/U T) x (Ordés et al., 2007 30 40% (12/30) hormonais (p=0,046):
Protoorarme. s 2206 — (et | :_)J 2) Amplifi de HER-2/neu em apenas 16,6% (5/30) dos casos.
=
Sl [
S g R““’Z‘:’li' el 73 55%(4/73) | | Nenhuma associago com o TS, Ki-67 ou TP53.
Cytoplasm RN
m;; o ¥ santosetal., “ . 1) Exdes 17 a 20 do HER-2/neu 30 muito semelhantes ao0s hémologos humanos;
2012 2) Haplotipos estéo associados a0 tamanho tumoral e nimero de massas neoplésicas.

Proverabon, e, ration, angeeresal
Principais terapéuticas dirigidas para o HER-2 e respetivas vias de sinalizagéo

; ; 0 ] ; Soares et al., = 3339 (10/30) | 1) Realizaram a otimizagzo do protocolo imunohistoguimico.
em oncologia maméria humana (extraido de Singh, Jhaveri & Esteva, 2014). 2013 3% (10/30) | ) Nsio observaram qualquer amplificagdo de fHER-2neu ou de fTOP2a
santos et al., 1) Associagio entre a sobreexpressio do respetivo ARNm e melhor progndstico;
2013 2 () 2) Nao detetaram de THER-2/neu.

Obijetivos Material e Métodos

« 21 felinos diagnosticados com TM e seguidos clinicamente entre 18 de Margo

. A . . de 2009 e 31 de Outubro de 2014
+ Avaliar a prevaléncia da sobreexpressdo de fHER-2 em TMF;

— Metéstases regionais: 7 casos

» Estudar a sua possivel associagdo com caracteristicas ) ‘
clinicopatoldgicas desfavoraveis; — Metastases distantes: 3 casos

+ 80 massas neoplésicas submetidas a:

Investigar a sua correlagdo com o tempo de sobrevida (TS) e

com o tempo livre de doenca (TLD) através de anélise — Exame imunohistoquimico (IHQ) para avaliar a expressio de HER-2 (de
univariada. acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana de Oncologia Clinica e do
) Colégio Americano de Patologistas)

— Exame histopatolégico (de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de
Salde para os TMF e segundo o sistema de graduacdo de Nottingham proposto por
Elston e Ellis)
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Material e Métodos Material e Métodos

*  IHQ: método de micropolimeros de enzimas indirecto a Anadlise estatistica
(Novocastra Novolink Polymer®) *

—==l

Método de micropolimeros de enzimas
indirecto (extraido de Ferro, 2013).

T

Monoclonal Invitrogen,

« Teste exato de Fisher: associacdes entre as variaveis clinicopatoldgicas e a
sobreexpresséo de fHER-2

« Método de Kaplan Meier e log-rank test: analise de sobrevivéncia

Anticor
Clone
primério

Anti-HER-2  CBI1

Panela de presséo (2 atm, 2')

lugdo  de . PP .
demogo Carbin, Cgua 1200 1snasc Zn FLED 0 T * Valor de significancia: 0,05

ANALISE

Anticorpo primério utilizado e protocolo de imunohistoguimica realizado

TR

Resultados Resultados

« Caracteristicas clinicopatoldgicas e sobreexpressédo de fHER-2

fHER-2 negativo

n (%)

N\ Metastizacdo no momento do
diagnéstico
fHER-2+ fHER-2- Regional
ped| sl e ‘ egfona _ 5(83,3%) 1(16,7%)
/ 57% (n=4) | fHER-2+ Regional e Distante 1(100%) 0(0%) 0,006
\ / 67% (n=2) ,
/ 1\\ ¥/,/ Ausente 2(16,7%) 10 (83,3%)
\__/
Tumores primérios (n=21) Metastases regionais (n=7) Metastases distantes (n=3) Expresséo de RE-a
Positiva
A sobreexpressao de fHER-2 entre as diferentes massas tumorais presentes ) 1(6.7%) 5 (83,3%) 0,178
no mesmo animal foi concordante em 47,6% (10/21) dos casos. Negativa 8 (53,3%) 7(46,7%)
Resultados Resultados
+ Tempos de sobrevida + Tempos livres de doenca
ar g
z T é o
5 E
E o g .
g s
£ £
£ £
% o
p=0,009 H
o 3 T o p=0,003
Tenupo de sebrevida goeses) I S S S N T
TS médio dos felinos com sobreexpressao de HER-2 = 12,2 meses e tanededocusn (nesed
TS médio dos felinos sem sobreexpresséo de HER-2 = 29,3 meses TLD médio dos felinos com sobreexpresséo de HER-2 = 5,6 meses

TLD médio dos felinos sem sobreexpressdo de HER-2 = 15,5 meses
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Discussao

* A sobreexpressdéo de fHER-2 observada (43%; 9/21) foi
semelhante a registada por De Maria et al. (2005) e por Ordas
et al. (2007), mas superior a verificada nas mulheres.

» A concordancia da expressdo de fHER-2 nas diferentes massas
(47,6%) foi inferior a observada nos TM humanos (74-93%)
(Simmons et al., 2009).

*+ Os TMF que sobreexpressaram fHER-2 foram associados
significativamente a metastizacdo no momento do diagndstico e
a curtos TS e TLD, tal como os seus homélogos humanos
(Roskoski, 2014).

PEEENEES

Conclusédo

+ Este estudo sugere que:

— o fHER-2 podera ser muito relevante na compreensdo da
oncobiologia dos TMF;

— a sobreexpressdo de fHER-2 em TMF podera estar
associada a um risco acrescido de progressdo de doenca
oncolégica e de morte por cancro;

— os felinos com TM podem vir a beneficiar de terapéuticas
moleculares especificas anti-fHER-2.
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