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Aos meus pais, Maria do Céu e Joaquim,
Professores maiores do Amor, da forca, da generosidade e da beleza.






“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
Now is the time to understand more, so that we may fear less.”
Marie Curie

“Nao se almeje a possibilidade de ser compreendido
antes a impossibilidade de ser incompreendido.”
Marcus Fabius Quintilianus

“Any knowledge that doesn’t lead to new questions quickly dies out:
it fails to maintain the temperature required for sustaining life.”
Wislawa Szymborska

“The woods are lovely, dark and deep,
But | have promises to keep,

And miles to go before 1 sleep,

And miles to go before I sleep.”
Robert Frost
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VALOR PROGNOSTICQ DE CARACTERISTICAS CL}INICOPATOLOGICAS E
IMUNOFENOTIPICAS EM TUMORES MAMARIOS CANINOS

Resumo

A semelhanca do que é a realidade no universo da Medicina humana, a identificacdo de
pardmetros relevantes a nivel de prognostico constitui uma area de investimento consideravel
na investigacdo do cancro mamario canino. Este trabalho pretende caracterizar tumores
mamarios caninos quanto as caracteristicas epidemiologicas, clinicopatologicas e
imunofenotipicas, avaliando o seu valor prognostico pela investigacdo de associagdes
significativas ou tendenciais entre si e incluindo as que dizem respeito aos estudos de
sobrevivéncia [analise do tempo de sobrevivéncia (TS) e do tempo livre de doenga (TLD)].
Pretende verificar também, em termos temporais concretos, como as diferencas em cada uma
das caracteristicas se traduz em termos de progndstico. Os dados foram obtidos a partir de uma
amostra de 41 cadelas que apresentavam tumores mamarios. Os tumores foram analisados por
avaliacdo histopatoldgica, pela avaliacdo da expressao de marcadores moleculares (Ki-67, RP,
HER-2 e CK5/6) através de técnica imunohistoquimica e pelo estabelecimento de sua respetiva
classificacdo molecular. Em termos epidemiolGgicos a nossa amostra mostrou-se perfeitamente
concordante com a descrita em estudos anteriores. Em termos associativos foi possivel concluir,
a nivel estatisticamente significativo, do pior prognéstico do maior tamanho tumoral, da
metastizacao regional, do maior estadio tumoral TNM, da infiltracdo de células linfociticas, dos
tipos histopatologicos considerados de maior malignidade, do maior grau histolégico de
malignidade e da auséncia de diferenciacdo mesenquimatosa. A expressao de Ki-67 como
indicador de proliferacdo revelou-se de valor prognéstico importante, pela associacdo
(estatisticamente significativa) da sua maior expressao as caracteristicas anteriormente descritas
como indicativas de pior prognostico em si: 0 tamanho tumoral, o grau de malignidade, a
necrose intratumoral, a metastizacdo regional e, em termos epidemioldgicos, a cadelas de raca
indeterminada. O valor cut-off de 25% para o Ki-67 surgiu como o mais apropriado para o
estudo do seu valor prognostico (quando comparado com os cut-off alternativos de 20% e
16,43%-mediana) pelo numero e significancia de associagdes conseguidas. A maior expressao
de RP surgiu associada significativamente aos tumores de cadelas inteiras e cadelas de raca
indeterminada, assim como a tumores de tipo histolégico simples e complexos e graus | e 1l de
malignidade. Verificou-se uma sobre-expressdo do marcador HER-2 em 19,4% dos tumores

analisados, com uma maior frequéncia destes em carcinomas simples e de grau histoldgico 111
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com infiltracdo linfocitica, ndo se chegando no entanto a associacfes estatisticamente
significativas As CK5/6 tiveram expressdo positiva quase ubiquitaria, sendo os carcinomas de
células escamosas o tipo histolégico com uma maior percentagem de marcag&o.

Dentro das associagOes estatisticamente significativas, no que diz respeito aos subtipos
moleculares de acordo com o sistema de classificacdo adotado, os tipos Luminal A e B foram
associados as cadelas de raca indeterminada, verificando-se uma maior significancia quando
considerado apenas o subtipo Luminal B. Este subtipo foi também associado a ocorréncia de
metastizacao. O subtipo Basal foi associado (quase significativamente) as cadelas previamente
submetidas a OVH e, significativamente, a carcinomas de células escamosas. Os estudos de
sobrevivéncia vieram, por analise dos diferenciais de tempo dos TS e TLD, corroborar as
indicacOes fornecidas pelas associagdes. A nivel significativo apenas o tamanho tumoral se
revelou como indubitavel fator de prognostico para TS e TLD, e apenas considerando o cut-off
de 3 cm. A nivel guase significativo, foram validados como fatores de progndstico de TS a
classificacdo histopatolégica (carcinomas simples/complexos), a infiltracdo linfoide, a
metastizacao regional, o estadiamento TNM (I+11/111+1V) e o Ki-67 (cut-off de 25%) e como
fatores de prognostico do TLD a infiltracdo celular linféide e a OVH simultanea a mastectomia.
Quanto aos subtipos moleculares, o subtipo molecular HER-2 positivo apresentou sempre 0
pior prognostico, sendo bastante aproximado do subtipo Basal, sendo os melhores prognésticos
apresentados pelos subtipos moleculares Luminais. Os subtipos Luminais A e B apresentaram
TS e TLD muito aproximados. N&o se verificou conservacdo de caracteristicas
imunofenotipicas e, consequentemente, de subtipo molecular, dos tumores considerados
primarios para as suas metastases. Dadas as dificuldades encontradas na elaboracdo deste
trabalho concluiu-se ser essencial a criagdo de guidelines mais detalhadas concernentes a todos

0s processos envolvidos no estudo da patologia desta afecdo na espécie canina em particular.

Palavras-chave: Tumores mamarios caninos, prognostico, caracterizacdo clinicopatologica e

imunofenotipica, estudo associativo, TS e TLD, estardardizacdo de metodologias e critérios
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PROGNOSTIC VALUE OF CLINICOPATHOLOGIC AND IMMUNOPHENOTYPIC
FEATURES IN CANINE MAMMARY TUMOURS

Abstract

As in human medicine, the identification of relevant prognostic parameters constitutes a vast
area of considerable investment in the canine mammary cancer study. This work intends the
characterization of canine mammary tumors concerning the epidemiological, clinicopatologic
and imunophenotipic characteristics, evaluating their prognostic value by the investigation of
significative associations and tendencies between them and including the ones that concern the
survival studies [overall survival (OS) and disease free survival (DFS)]. Furthermore, it aims
to verify, in concrete temporal terms, how the differences in each characteristic translate in
prognostic terms. The data were gathered from a sample of 41 bitches presenting mammary
tomours. The tumors were analysed by histopathologic evaluation, the immunohistochemical
expression of molecular markers (Ki-67, RP, HER-2 e CK5/6) and according to the respective
molecular classification. Epidemiologically, our sample has proved to be perfectly accordant
with previous studies. Considering the correlation studies, we were able to conclude, in a
significant level, of the worse prognosis of the larger tumor size, the regional metastasis, the
higher TNM stage, the lymphocitic infiltration, the histologic tumor types considered of higher
malignancy, the higher histologic grade and the absence of mesenchimal differentiation. Ki-67
as the proliferation indicator has revealed itself of important prognostic marker, as its higher
rate correlated (on a significant level) with the previously described characteristics of worse
prognosis: tumour size, malignancy grade, intratumoral necrosis, regional metastasis and,
epidemiologically, mixed breed bitches. The cut off value of 25% for Ki-67 stood up as the
most appropriate to study its prognostic value (when compared with the 20% and 16,43% -
median- alternative cut-offs) by the significance of associations. The biggest expression of PR
was significantly associated to the tumors of biches of mixed breed and not sterilized, also as
to simple and complex carcinomas and histological grades | and Il. There was a HER-2
overexpression in 19,4% of the analysed tumors and there were several tendencies verified,
such as a higher frequency in simple carcinomas, grade Il carcinomas and lymphocitic
infiltration, even though we couldn’t find any significant correlations. Citokeratins 5/6 had an
almost ubiquitous expression, with squamous cells carcinomas being the ones with the highest
percentage of marked cells. Considering the molecular subtypes, according to the adopted

classification system, the Luminal A and B were correlated with mixed breed biches, with an



increase of the significance level when considered the Luminal B subtype alone. This subtype
was also correlated with the occurrence of regional metastization. Basal subtype was correlated
(almost significantly) with ovariectomized bitches and, significantly, to scamous cells
carcinomas. Considering the survival studies, on a statistical significant level, only the tumour
size was undoubtedly revealed as prognostic factor for OS and DFS, and only when considered
the 3 cm cut-off. On a statistical significant level, histopathological classification
(simple/complex carcinomas), lymphocitic infiltration, regional metastization, TNM staging
(I+1/11+1V) and Ki-67 (25% cut-off) were validated as OS prognostic factors. As for DFS,
only lymphocitic infiltration and OVH simultaneous to mastectomy were found. As regards for
the molecular classification, the HER-2 overexpression subtype presented the worst prognosis,
both in OS and DFS, being quite close to the Basal subtype. The best prognosis were presented
by the Luminal subtypes which were, between them (Luminal A and B) very similar in OS and
DFS. We didn’t observe any conservation of immunophenotypic traits or molecular subtypes
from the primary tumour to its metastasis. Given the difficulties found in the elaboration of this
work, we consider as essential the existence of more detailed guidelines concerning the

processes involved in the study of the pathology of this disease in this particular species.

Key-words: Canine mammary tumors, prognosis, clinicopathological and immunophenotypical
characterization, correlation studies, OS and DFS, standardization of methodologies and

criteria, specificity.
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Capitulo I - Descricdo sumaria de atividades realizadas no ambito do estagio curricular.

O estagio curricular que teve como concretizacao final a elaboracdo da presente dissertacao
para a finalizacdo do curriculo do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria foi dividido
num estdgio de natureza profissional e num estagio em atividades de investigacao.

A primeira parte constou de um estagio em ambiente hospitalar veterinario, tendo sido realizado
nas instalacbes do Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa, sob orientagdo do Dr. Nuno Félix e coorientacdo do Dr. Gongalo
Vicente. Este estagio decorreu entre setembro de 2012 e margo de 2013. Como estagiéria no
contexto da pratica clinica a aluna participou de todas as atividades que a esta dizem respeito,
com maior ou menor autonomia em fungdes de acordo com o desenvolvimento das suas
competéncias e experiéncia. Como tal, as suas atividades, de forma escalonada e rotativa, foram
desenvolvidas no &mbito da Medicina Interna, Cirurgia, Imagiologia e Internamento. A segunda
parte do estagio curricular, relacionada com atividades de investigacéo, foi desenvolvida entre
mar¢o de 2013 e dezembro de 2013, havendo a somar meses de trabalho realizado de forma
mais ou menos descontinua até julho de 2015, no Centro de Investigacdo Interdisciplinar em
Sanidade Animal (CIISA), Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, sob
orientagdo do Professor Doutor Fernando Ferreira e coorientacdo do Professor Doutor Jorge
Correia. De assinalar neste sentido também a superlativa colaboracdo da Dr.2 Maria Jodo
Soares, doutoranda com um plano de trabalhos relacionado com a analise molecular de
carcinomas mamarios felinos. Numa primeira fase, adicionalmente aos objetivos definidos na
presente dissertacdo, desejou-se descrever e otimizar a técnica de Dot-Blot para a quantificacdo
do dominio extracelular do oncogene HER-2 no soro de cadelas com carcinomas mamarios e
proceder a associacdo com a sua expressdo nos tecidos tumorais pelo que, além da recolha de
amostras teciduais, foi feita a recolha de amostras de sangue e alinhavada uma estratégia para
esse projeto. Esta componente adicional acabou por se revelar algo ambiciosa, sendo
posteriormente abandonada e disponibilizando-se o material para estudos subsequentes. A
descricdo das atividades relacionadas com o corrente projeto encontram-se descritas no
Capitulo V- Material e Métodos. Finalmente, a aluna disponibilizou-se para a monitorizacao
dos momentos cirargicos efetuados no supracitado Hospital Escolar para assistir o Prof. Doutor
Jorge Correia na recolha de amostras tumorais mamarias, obtidas no momento temporal exato
da extirpacao das mesmas, no contexto da colaboracao no trabalho de doutoramento do Dr. Luis
R. Raposo (Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa e Instituto
Superior Técnico, Universidade de Lisboa).



Capitulo Il — Reviséo Bibliogréfica

I1 1. Cancro: uma doenca dos “tempos modernos”?

O cancro pode ser tendencialmente pensado como uma doenga dos tempos “modernos”,
parecendo pertencer a contemporaneidade o maior nimero de casos diagnosticados. No entanto,
a ideia de exclusiva modernidade desta doenca ou da sua exponencialidade de crescimento pode
ser algo falaciosa se extremada, ndo sendo dificil de desconstruir se atendermos a dois factos.
Primeiro, que o cancro, aliado as doengas cardiovasculares, é de facto uma das maiores causas
de mortalidade em idades mais avangadas. Convém lembrar que foi apenas durante as tltimas
décadas do século XI1X que uma grande proporcdo da populacdo mundial viu a sua esperanca
média de vida superar 0s 40 anos. Numa época aurea em termos de desenvolvimento no ambito
das ciéncias da saude, esta alteracdo deveu-se, em larga medida, a descoberta da cura ou ao
controlo de um grande nimero de doencas entdo muito prevalentes e fatais (International
Agency for Research on Cancer [IARC], 2008; Rayter & Mansi, 2008). O aumento da
esperanca media de vida surge como elemento “catalisador” para o aparecimento de casos
oncoldgicos. Segundo, o0s constantes desenvolvimentos na medicina e nas ciéncias
complementares, bem como nos meios de diagnostico (particularmente imagioldgicos),
permitiram, além de um continuo aumento da esperanca média de vida, um aumento do
reconhecimento das doencas oncoldgicas que anteriormente ndo seriam identificadas como tal
ou mais facilmente passariam despercebidas.

Partindo desta base de conhecimento e da consciéncia de um incremento “natural” no
aparecimento de casos oncologicos na atualidade, a verdade é que, ndo obstante, existe
realmente um indubitavel aumento da incidéncia de cancro, o que se julga decorrente do
aumento da exposi¢cdo a agentes carcinogénicos (IARC, 2008). Como dados epidemioldgicos
mais recentes disponibilizados pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) temos os constantes
no World Cancer Report (2014), compilados pela IARC. Neste documento, o0 cancro consta
como uma das maiores causas de mortalidade a nivel mundial, havendo para o ano de 2012 a
contabilizagio aproximada de 14 milhdes de novos casos e de 8.2 milhdes de mortes. Para as
proximas duas décadas é expectavel um aumento de novos casos em 70%. Mais de 60% de
novos casos anuais e 70% das mortes sdo relativas a ocorréncias em Africa, Asia, América
Central e do Sul. As neoplasias mais frequentemente diagnosticadas, de acordo com estes

dados, sé@o as de cancro de mama na mulher e cancro pulmonar no homem sendo, tanto nos



paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos, os responsaveis pelo maior nimero de
mortes, para 0s dois Sexos.

No ambito da realidade nacional, de acordo com o Programa Nacional para as Doengas
Oncoldgicas de 2013, da Direcdo Geral de Saude (DGS), “na Unido Europeia, a previsdo
realizada pela IARC, e tendo como base apenas o envelhecimento da populacgéo, determina um
aumento dos novos casos de cancro em 13,7%. As previsOes para Portugal sdo semelhantes e
apontam para um acréscimo de 12,6%” (DGS, 2013, p.5). Por outro lado, torna-se também
evidente o crescimento, paralelo ao da populacédo envelhecida, de uma nova populacéo, em tudo
devido ao empenho dos profissionais de saude e ao desenvolvimento do conhecimento
cientifico: os sobreviventes de cancro.

Destinando-se esta monografia a uma caracterizacdo das neoplasias mamarias na espécie
canina, parece essencial referir que o conhecimento que existe neste momento em relacao a esta
afecdo nesta espécie se deve em muito ao entrosamento de informacg6es oriundas de estudos
realizados no &mbito oncolégico para a espécie humana. Sdo a enorme prevaléncia desta doenca
e as suas caracteristicas de morbilidade e mortalidade nos humanos que justificam as avultadas
somas globalmente direcionadas a este ramo da investigacdo e que nos permitem, por sua vez,
chegar aos mais importantes pontos de partida para o estudo nas espécies domésticas. Pode-se
mesmo dizer que o paralelismo, cada vez mais evidente, que existe entre o conhecimento de
tumores mamarios humanos e caninos/felinos se deve largamente as necessidades da Oncologia
Comparada em modelos animais, e a utilizacdo destas espécies como tal. Por outro lado, cada
vez mais no contexto da Medicina Veterinaria, 0s donos exigem para 0s Seus animais que 0s
prestadores de salde que procuram sejam detentores de um nivel de conhecimento cientifico
profundo, equiparavel aos que encontram na salde humana (Peleteiro, 1994), mantendo as

expetativas de tratamento possivel também ao mesmo nivel.

11 2. Importancia dos modelos animais na Oncologia Comparada

O cancro resulta de um processo bioldgico complexo cuja compreensao beneficia da elaboracao
de modelos experimentais. Assistiu-se, em Oncologia, ao desenvolvimento desses modelos de
estudo, de mais simples para progressivamente mais complexos, através do uso de numerosos
modelos animais (Peleteiro & Correia, 1993b; Pinho, Carvalho, Cabral, Reis & Gartner, 2012).
Os animais de companhia tém caracteristicas (a nivel epidemioldgico, bioldgico, morfoldgico
e clinicopatologico) que permitem preencher o espago de reprodutibilidade que existe entre os

estudos in vitro e in vivo, sendo que estes estudos viram ja provada a sua relevancia na
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compreensdo de muitos aspetos moleculares complexos dos processos tumorais que afetam o
ser humano, assumindo-se entdo como uma ferramenta de trabalho muito atrativa na
investigacdo oncoldgica (Kumaraguruparan, Prathiba, & Nagini, 2006; Antuofermo et al.,
2007; Pinho et al., 2012). Os estudos in vitro permitiram chegar a conclusdes importantes sobre
0s mecanismos moleculares do cancro sendo que as condic¢des de trabalho com linhas de células
tumorais podem ser altamente controladas e os resultados sdo altamente reprodutiveis,
permitindo a validagdo, repeticdo e otimizagdo em ensaios experimentais. Além disso, ndo estéo
limitadas pelos condicionamentos praticos e éticos dos modelos in vivo. Contudo, continuam a
existir limitagdes importantes: a maior parte das linhas celulares usadas no estudo do cancro
foram geradas por passagens seriadas e submetidas a selegdes. No decorrer deste crescimento
seletivo controlado ocorre frequentemente a sele¢do de caracteristicas fenotipicas que permitem
a melhor adaptacdo ao crescimento in vitro. Esta selecdo pode incluir clones com um dado
conjunto de expressdes génicas, funcdes e caracteristicas morfologicas ndo desejadas (Pinho et
al., 2012). Para além disso, € excluido o microambiente do tumor, o seu contexto, inibindo a
analise de fendbmenos complexos que ocorrem nas condi¢cdes in vivo. Ultrapassando as
caracteristicas relacionadas com os tumores em si, é pertinente referir ainda a similaridade
crescente de caracteristicas ambientais a que estao sujeitos humanos e animais domesticos, que
os coloca num nivel equivalente de exposicao a carcinogéneos (Knapp & Waters, 1997; Rezia,
Tavasoli, Bahonar, & Mehrazma, 2009; Rivera & von Euler, 2011; Gupta et al., 2012), e que
nos permite justificar a grande similaridade de etiologia e de patogénese dos tumores nas duas
espécies (MacEwen, 1990; Vail & MacEwen, 2000; Khanna, Lindblad-Toh & Vail, 2006; DGS,
2013; Marconato, Gelain & Comazzi, 2013). Sumariando, 0 modelo canino de tumor mamario
poderd fornecer uma ferramenta valiosa com multiplas aplicacfes translacionais para a
Oncologia humana, tais como a identificacdo de novos genes associados a carcinogénese, 0
estudo de fatores de risco ambientais, a compreensdo da biologia molecular do tumor e a
avaliacdo e desenvolvimento de novas formas de diagndstico, progndstico e terapéutica, que
irdo beneficiar tanto os pacientes humanos como animais (Pinho et al., 2012).

Referidos os beneficios 6bvios em usar 0s nossos animais domésticos como modelo com o fim
de chegar a conclusdes que podem, de alguma forma, vir a alterar a forma como se diagnostica
e trata aquela que continua a ser uma das maiores frustragdes na Medicina humana, como futura
médica veterinaria ndo posso deixar de enfatizar a importancia de estudar a complexidade
destes processos, 0s compreender e progredir no sentido de uma melhor qualidade de vida e
diminuicdo do sofrimento, durante 0 maior tempo possivel, naqueles que nos trouxeram aqui,

por eles mesmos.



Il 3. A glandula mamaria

11 3.1 Enquadramento historico e importancia

A glandula mamaria teve um papel crucial na classificacdo taxondmica e evolugdo das espécies
animais (Capuco & Akers, 2009) sendo mesmo decisiva na aceitacdo da teoria da evolucao de
Darwin. A sua presenca e a sua capacidade secretoria providenciaram a base para a insercao de
varias espécies na classe Mammalia, ha mais de dois séculos (Oftedal, 2002). O leite secretado
assume um papel preponderante na nutricdo do neonato, assegurando simultaneamente o
estabelecimento de competéncia imunoldgica e endocrina (Goldman, 2002; Bosze, 2008) e a
necessidade de contacto intimo entre o neonato e a mée durante a amamentag&o constitui uma
base de desenvolvimentos comportamentais ndo despiciendos (Peaker, 2002). Os detalhes da
lactacdo sdo, no entanto, variados, e resultado de evolugGes diversas no sentido de acompanhar
as necessidades reprodutivas e ambientais de cada espécie. Naturalmente, essa diversidade
fisiologica tera paralelo a nivel constitutivo. Nos mamiferos placentarios, por exemplo (dos
quais fazem parte a mulher e a cadela) o desenvolvimento da glandula maméaria na gestacao
leva a diferenciacdo de células alveolares secretoras. Este processo e o0 inicio da sintese copiosa
de leite sdo reguladas para coincidir com o parto (com a progesterona a assumir um papel crucial
na regulacdo destes eventos pelo seu decréscimo, ao qual se soma a sinergia de efeitos de outros
estimulos enddcrinos), mantendo-se a composicdo do leite secretado sensivelmente constante
ao longo de todo o periodo de amamentacdo. J& nos marsupiais, nascendo as crias muito
imaturas e sendo compensatoriamente longo o periodo de lactacdo, esta secrecao vai variando
muito em composicdo ao longo do tempo, sendo também a estimulacdo enddcrina
completamente diferente (a progesterona, por exemplo, ndo tem qualquer importancia na
regulacao) (Nicholas, Simpson, Wilson, Trott & Shaw, 1997; Capuco, 2009). Existindo entdo
caracteristicas tdo distintas a nivel funcional e morfolégico nas espécies que tém esta primeira
necessidade de nutricdo assegurada pela glandula maméria, a lactacdo parece ser uma
caracteristica reprodutiva antiga, anterior a origem dos mamiferos. Uma teoria convincente para
a evolucdo da glandula mamaéria e lactacdo foi elaborada por Olav Oftedal (2002), de acordo
com a qual as caracteristicas dos atuais mamiferos sdo resultado da acumulacao de alteracdes
graduais em antepassados sinapsideos, tendo a glandula mamaria evoluido a partir de glandulas
apocrinas associadas a foliculos capilares. Concretamente, € assumida por varios autores a
teoria de uma modificacdo das glandulas sudoriparas, passando a designar-se estas entdo como
glandulas apdcrinas modificadas (Banks, 1993; Dellman & Eurell, 1998; McGeady, 2006).



11 3.2 Anatomia

Na cadela as mamas sdo normalmente em numero de 10, nem sempre dispostas de forma
simétrica, em duas cadeias mamarias paralelas a linha média na parede abdominal, estando
separadas por um sulco intermamario. Estendem-se da regido toracica a regido inguinal
(Barone, 1976; Getty, 1981a; Sorenmo, Rasotto, Zappulli & Goldschmidt, 2011) e, do sentido
cranial para o caudal designam-se, sucessivamente, primeiras ou toracicas craniais, segundas
ou toracicas caudais, terceiras ou abdominais craniais, quartas ou abdominais caudais e quintas
ou inguinais (Barone, 1976; Peleteiro, 1994). Podem existir glandulas em ndmero inferior ao
normal (comummente por inexisténcia do primeiro par abdominal) (Barone, 1976), ou em
namero superior (nas regides toracica e abdominal) (Getty, 1981a). As tetas ou papilas da mama
sdo curtas, apresentando nos apices 6 a 12 pequenos orificios correspondentes as aberturas dos

ductos excretores (Getty, 1981a).

11 3.3 Sistema de drenagem linfatica e circulacao sanguinea

Nas cadelas existe intersecdo da rede linfatica das glandulas mamarias entre algumas glandulas
ipsilaterais (Patsikas et al., 2006) e estdo descritas varias interconexdes ou anastomoses entre
os centros linfaticos contralaterais, esquerdo e direito e entre eles e os linfonodos superficiais
inguinais (Koning, 2004), popliteos e toracicos (Pereira, Rahal, de Carvalho Balieiro & Ribeiro,
2003).

De uma forma muito sumaria, em cadelas sem patologia mamaria neoplasica, as glandulas
toracicas drenam para os linfonodos axilares propriamente ditos e acessorios e, ocasionalmente,
simultaneamente para os linfonodos esternais. As glandulas mamaérias abdominais craniais
drenam para os linfonodos axilares propriamente ditos e acessérios e para 0S inguinais
superficiais simultaneamente, o que acontece por drenagem direta ou através da ligacao
homolateral entre as glandulas abdominais craniais. As glandulas abdominais caudais e as
glandulas inguinais drenam nos linfonodos inguinais superficiais, sendo que as glandulas
caudais também podem drenar nos linfonodos iliacos mediais (Getty, 1981b; Koning et al.,
2004; Patsikas et al., 2006). Desta forma o sistema linfatico é extremamente importante na
forma de disseminacao das células tumorais.

Em termos de circulagdo sanguinea, os principais vasos que irrigam as glandulas mamarias séo
a artéria epigastrica superficial cranial, os ramos lateral e ventral da artéria intercostal e as

artérias toracica interna e lateral que irrigam as mamas toracicas craniais e caudais; 0s vasos
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epigastricos superficiais craniais que irrigam as mamas tordcicas craniais e as mamas
abdominais craniais; e 0s vasos epigastricos superficiais caudais que irrigam as mamas

abdominais caudais e as inguinais (Fossum, 2007).

Il 3.4 Histologia

Em termos histoldgicos as mamas correspondem a glandulas tubuloalveolares compostas.
Designam-se glandulas apocrinas modificadas pelo facto de apenas os lipidos serem secretados
de forma apdcrina, sendo 0s outros constituintes da secrecdo (proteinas e hidratos de carbono)
secretados de forma merocrina (Banks, 1993; Misdorp, Else, Hellmén & Lipscomb, 1999;
Junqgueira & Carneiro, 2008). Existem na sua constituicdo uma parte parenquimatosa (onde 0s
alvéolos sdo a unidade funcional) e o estroma (tecido conjuntivo de suporte), onde estdo
localizados os ductos, os vasos e 0s nervos (Koning et al., 2004; Solano-Galego, 2010). Como
6rgdo secretor complexo, consiste de varios tipos celulares: células epiteliais que formam a rede
ductal da glandula e os alveolos, adipdcitos que constituem o paniculo adiposo no qual a rede
ductal esta inserida, células endoteliais, células do estroma (incluindo fibroblastos) e uma
grande variedade de células do sistema imunitario (Watson & Khaled, 2008). Ha, contudo, dois
tipos principais de epitélio na glandula mamaria: o luminal e o basal. O epitélio luminal
constitui o revestimento dos ductos e dos alvéolos secretores engquanto o epitélio basal consiste
essencialmente em células mioepiteliais, facilitadoras da expulsdo do leite, contraindo-se sob a
acdo da ocitocina (Cunningham, 2007; Watson et al., 2008). Estes dois tipos de epitélio formam
uma estrutura em bicamada, cada uma de epitélio simples, inserida no estroma, estando as
células mioepiteliais dispostas ao redor das células luminais e alvéolos (Cunningham, 2007;
Junqueira et al., 2008; Watson et al., 2008).

Tridimensionalmente, os alvéolos agrupam-se em lébulos (Koéning et al., 2004), que se separam
dos circundantes por septos de tecido conjuntivo denso e tecido adiposo. Estes l6bulos contém
as ramificacOes correspondentes as unidades lobulares terminais ductais (ULTD) que terminam
em pequenos acinos dispostos em forma de cacho de uva. Da convergéncia destes l6bulos
resultam os lobos (Junqueira et al., 2008). Nem todas as células, tibulos secretorios e alveolos
estdo ativos ao mesmo tempo. Um ou dois alvéolos drenam para um tabulo secretor (ducto
intralobular), revestido, na parte inicial, de células secretdrias colunares e, na generalidade, de
células cuboides (Junqueira et al., 2008). Os ductos intralobulares drenam para um ducto lobular
ndo secretorio, este revestido de celulas cuboides ou colunares. Os ductos lobulares, como

primeiros ductos excretores de um Iébulo, coletores de toda a secrecéo deste, drenam para um
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ducto lobar (Banks, 1993) lactifero (Koning et al., 2004), ou galactoforo (Cunningham, 2007).
Estes podem expandir-se, resultando numa dilatacdo ampolar designada seio lactifero (Koning
et al., 2004) ou galactoforo (Cunningham, 2007). O epitélio dos ductos lobares e do seio
lactifero consiste numa camada dupla de epitélio colunar estratificado (Banks, 1993).
Funcionalmente, os ductos servem 0 proposito do transporte do leite, funcionando os seios
como cisternas de recolha. O acesso ao exterior faz-se através do teto ou papila da mama
(Koning et al., 2004). A parte papilar do seio lactifero continua-se com a pele pelo ducto papilar
(Banks, 1993).

Il 4. Carcinogénese

Para um entendimento daquilo que € o cancro e 0 que estd na sua origem, na base do seu
desenvolvimento e progressdo, temos necessariamente que partir de uma ideia base simples
mas incontornavel: ndo se trata de uma Gnica doenca. As caracteristicas das doengas que fazem
parte desta nomenclatura sdo tdo diversas a tantos niveis que se pode mesmo considerar como
elemento comum Unico uma proliferacdo e um crescimento celular descontrolados de um
conjunto de células e tecidos (Morris & Dobson, 2001). E nesta altura irrefutavel que se trata
de uma doenca de base genética (Misdorp et al., 1999, Misdorp, 2002), relacionada com a
acumulacdo de mutacdes que eliminam as limitacGes normais de proliferacdo e integridade
genética numa célula somatica (Misdorp et al., 1999). Um fator de mutagénese importante é
simplesmente a taxa de erro inerente a acdo das enzimas que controlam a replicacdo do ADN
(&cido desoxirribonucleico). Esta diz-nos que, por cada ciclo de divisao celular, é introduzida 1
mutacdo por 1 000 000 a 10 000 000 bases replicadas. Considerando que a maioria dos genomas
de mamiferos compreende 2-3 000 000 000 pares de bases, cada divisdo de uma célula
suscetibiliza a célula filha a largas centenas de muta¢Ges no seu ADN (Sorenmo et al., 2013).
Quando, também com a repeticao de erros (importancia do fator idade), alguns eventos escapam
aos mecanismos de reparacdo do ADN, a acumulacdo destes pode-se traduzir numa
transformacdo da célula. A maioria das mutacdes (em termos gerais, causada por fatores
extrinsecos ou intrinsecos) é silenciosa, ndo afetando o funcionamento normal da célula.
Contudo, pode resultar deste processo a desativacdo de genes supressores de tumores ou a
ativacdo de proto-oncogenes que, respetivamente, inibem ou promovem a sobrevivéncia e a
diviséo celular (Sorenmo et al., 2013). Apesar de as alteracbes chave ocorrerem dentro da
sequéncia de ADN, podem também ocorrer alteracdes adicionais na transcricdo ou traducao
(Morris et al., 2001).



O modelo da “iniciagdo, promogdo e progressao®, um dos primeiros modelos a reconhecer uma
progressao sequencial de mutacGes, € muito Util como ponto de partida para a defini¢do da base
genética do cancro (Modiano & Breen, 2007). Na iniciagcdo, um evento genético (e epigenético)
iria dotar uma celula somatica de potencial replicativo ilimitado ou de outra vantagem de
crescimento ou de sobrevivéncia em relacdo a outras células, motivada pela exposi¢do a um
agente carcinogénico (Modiano, 2013). A salientar que uma Unica mutag&o, por si sO, nunca
seria suficiente para atribuir a célula a capacidade de desenvolver um tumor e ultrapassar as
limitagdes ambientais (mecanismos homeostaticos) a esse crescimento. “Evento" nao
corresponde a uma Unica mutacdo mas, com maior probabilidade, representa uma série de
mutacdes que agem em concertacdo para alterar o fenétipo funcional e morfoldgico da célula
(Modiano & Breen, 2007; Modiano, 2013). A promocdo corresponde a acumulacdo de
alteracdes genéticas adicionais que adicionam as capacidades desta célula a de se desenvolver
neste ambiente, permitindo-lhe entdo concretizar o seu potencial e levando possivelmente ao
aparecimento de uma massa tumoral concreta e identificavel (Modiano, 2013). A terceira série
de eventos (progressdo) ocorre no sentido de reforcar o potencial de malignidade desta,
potenciando a invasdo de tecidos normais, sua destruicdo e metastase (Modiano, 2013). A
neoplasia mamaria invasiva é entdo o resultado de uma evolucdo em passos mdaltiplos, cujo
processo pode ser observado como uma série de lesdes histoldgicas e moleculares progressivas.
Embora este modelo peque por ser excessivamente simplista e tecnicamente imperfeito
(evidéncia experimental mostra claramente que as mutagdes sdo processos estocasticos e nao
ocorrem passo a passo) (Heng, 2007), € atil para explicitar os eventos que levam a
carcinogénese e continua a ser a base da nossa atual compreensdo da genética e evolucdo do
cancro (Modiano, 2013). Douglas Hanahan e Robert Weinberg publicaram, em 2000, um artigo
de revisdo no qual sintetizaram, em seis caracteristicas adquiridas essenciais, 0s requisitos para
a transformacao celular (Hallmarks of cancer). Nele sugerem que a maior parte dos cancros, se
ndo todos, adquire este mesmo conjunto de caracteristicas/capacidades funcionais durante o seu
desenvolvimento, mesmo que através de estratégias mecanisticas diversas. Sdo elas a
autossuficiéncia em sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais anti-crescimento, a
capacidade de evasao a apoptose, o potencial replicativo ilimitado, a angiogénese sustentada e
a capacidade de invasao de tecidos e de metastizacdo. Mais que criar uma lista de eventos, estes
investigadores criaram uma alteracdo no nosso paradigma de entendimento do cancro e a
definicdo de alguns conceitos importantes. Assim, ndo se considera ou procura um gene que
seja universalmente responsdvel pela transformacgdo, encontrando-se inclusivamente um
ndimero minimo de 5 ou 6 mutagdes necessarias para a transformagdo do fenotipo (Ley et al.,

2008). Cada um dos passos é regulado por varias vias bioquimicas interativas permitindo, por
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um lado, o aparecimento de varios fenotipos indistinguiveis em mutacdes de varios genes
diferentes que partilham a mesma via bioquimica e, por outro, o aparecimento de fen6tipos de
cancros biologicamente muito diferentes com mutagdes num mesmo gene. A considerar
também que as interacOes entre 0 cancro e 0 seu microambiente sdo absolutamente
fundamentais no comportamento do tumor. Em 2011 foi feita uma atualizacéo a este “resumo”,
juntando-se algumas informagdes relativas a instabilidade do genoma, mutac@es, papel da
inflamacdo como promotora do tumor, evasdo ao sistema imune e reprogramacdo do
metabolismo energético (Hanahan & Weinberg, 2011).

A etiopatogénese dos tumores mamarios caninos esta ainda envolta em alguma incerteza, apesar
da multiplicidade de estudos que d&o conta das alteracdes genéticas que poderdo estar na sua
base. Temos como exemplo destas a atividade de oncogenes como os da familia EGFR, de
genes supressores tumorais como p53, (Ahern et al., 1996; Rungsipipat et al., 1999; De las
Mulas et al., 2003), a suscetibilidade ao gene BRCAL (Rivera et al., 2009), a instabilidade
cromossdmica pela aneuploidia de ADN (detetada em 50 a 60% dos tumores mamarios caninos)
(Hellmén et al., 1993; Rutteman, Withrow & MacEwen, 2001), mecanismos epigenéticos
(metilacdo do ADN, imprinting e modificacdo das histonas), etc. Outro tipo de fatores
frequentemente implicados na génese tumoral sdo os hormonais, pelo papel fundamental que
desempenham no controlo do crescimento e do desenvolvimento normais das glandulas
mamarias. Estes fatores serdo discutidos de forma mais aprofundada no contexto da sua

constituicdo como fatores de risco e considerando o seu valor prognostico.

11 5. Apresentacao clinica

Os tumores mamarios nas cadelas s&o normalmente identificados como nddulos ou massas
discretas, detetados a palpacdo pelo dono ou no exame de estado geral de rotina.
Aproximadamente, até 70% das cadelas inteiras, a altura do diagnostico, apresenta mais de um
tumor (Peteleiro et al., 1993b; Peleteiro, 1994; Sorenmo et al., 2009), sendo mais
frequentemente afetadas as 2 glandulas mamarias mais caudais, onde o tecido mamario é mais
abundante (Peleteiro et al., 1993b; Peleteiro, Branco & Correia, 1996; Lana, Rutteman &
Withrow, 2007; Sorenmo et al., 2011).

Dependendo do grau de desenvolvimento do tumor e do seu comportamento bioldgico, este
apresenta variagOes significativas, nomeadamente de dimensdes, mobilidade, ulceragéo,
presenca ou auséncia de linfadenomegalia (Sorenmo et al., 2009), etc. A ocorréncia de sinais

sistémicos de doenca em cédes bem cuidados ou relativamente vigiados séo raros, mesmo
10



considerando a possibilidade de metastizacdo a distancia. Excecdo a estes € o carcinoma
inflamatdrio, relativamente incomum mas extremamente agressivo pela extensa invasdo dos
vasos linfaticos da derme e consequente resposta inflamatoria, afetando multiplas glandulas
mamarias e a pele envolvente. Além da exibicdo de sinais sistémicos de doenca como anorexia,
perda de peso e fraqueza (Perez-Alenza, Tabanera & Pefia, 2001; Marconato et al., 2009) é
evidente o carécter doloroso deste tipo de neoplasia (Lana et al., 2007), sendo que 0s restantes
sdo raramente caracterizados por manifestacGes algicas. Nodulos de pequenas dimensdes, bem
circunscritos e firmes a palpacdo correspondem normalmente a tumores mamarios benignos,
por oposi¢cdo aos malignos que geralmente apresentam crescimento rapido, invasao e fixacédo a
pele e tecidos vizinhos, ulceragéo ou inflamacgéo (Sorenmo et al., 2011). Apesar de poderem ser
clinicamente considerados como entidades separadas e distintas, etiologicamente estes tumores
estdo relacionados e associados (Sorenmo et al., 2009; Sorenmo et al., 2011) pela teoria da
existéncia de um continuum histologico dinamico (Sorenmo et al., 2009), com o0s tumores
malignos a surgir como fase dltima da transformacdo ou de evolu¢do dos benignos pré-

existentes (Sorenmo et al., 2011).

11 6. Diagnostico

Considerando a elevada incidéncia desta doenca, o clinico deverd ter sempre presente a
importancia de reunir dados que constituam uma historia clinica rigorosa. Conhecer os fatores
de risco para as neoplasias mamarias, caracterizar bem o animal e estar especialmente atento
aos que se sabe apresentarem fatores de risco (Capitulo 11 7) é uma forma importante de detetar
precocemente alteraces a normalidade mamaria. Neste sentido, sera importante atender a raca,
idade, tipo de alimentacdo, status reprodutivo (inteiro ou castrado), regularidade dos ciclos,
historia de contracecdo, histéria de pseudogestacéo, etc. Sempre que haja a detecdo de massas
ou nodulos a palpacao, o clinico deve também reunir a maior quantidade de informacéo possivel
sobre a lesdo (data de aparecimento e tipo de progressdo da lesdo, manifestacdo de prurido,
secrecdo) (Peteleiro et al., 1993b; Peleteiro, 1994), bem como efetuar o exame fisico completo;
procedimentos fundamentais para providenciar o tratamento mais seguro e adequado. Deve-se
proceder a uma palpacdo mais focada e extremamente cuidadosa, sendo que é possivel a detecdo
de nddulos com didmetro superior a 0,5 centimetros (Peteleiro et al., 1993b). Pela maior
frequéncia destes nas glandulas caudais estas devem merecer especial atengdo, mas a palpagao
deve ser feita a totalidade do tecido mamario (Peleteiro et al, 1993b; Morris et al., 2001),

inspecionando e espremendo também os mamilos para a avaliacdo de dor e de existéncia de
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excrecdo. Finalmente, a palpacdo devera estender-se aos linfonodos regionais no sentido de se
verificar a ocorréncia de hipertrofia (Peleteiro et al, 1993b). Dados provenientes de exames ao
sangue como do hemograma e das analises bioquimicas (Sorenmo et al., 2013), para além da
utilidade no ambito de analises pré-cirargicas, poderdo ser Uteis no estadiamento da doenca e
na escolha do tratamento. Quanto a possibilidade de metastizacédo para os pulmdes, nem sempre
esta implicada a existéncia de sinais de invasdo tumoral nos linfonodos, razdo pela qual se
recomenda a realizacdo sistematica de radiografias toracicas em trés planos (lateral esquerdo,
lateral direito e ventrodorsal) para seu despiste (Peleteiro et al., 1993b). Adicionalmente, dada
a diversidade de locais de metastizacdo possivel, podera ser feita ecografia abdominal no
sentido de inspecionar outros 6rgdos suscetiveis e, no fundo, para que haja um melhor
conhecimento da fase evolutiva e da extensdo do processo neoplasico (Sorenmo et al., 2013).
De salientar que apenas as lesdes maiores que 0,5 cm sdo reconheciveis radiograficamente, pelo
que a ndo detecdo de um sinal radiografico compativel com metastizacdo ndo elimina a
possibilidade da ocorréncia desse processo (Peleteiro et al., 1993b).

Uma outra forma de diagnostico é a citologia, feita por puncéo aspirativa de agulha fina (PAAF)
que devera, sempre que possivel, ser feita pelo proprio patologista (Peteleiro et al., 1993b). As
vantagens desta técnica estdo no facto de ndo ser traumatizante, ndo ser necessaria anestesia e
permitir obter material de elevada qualidade (Peleteiro et al, 1993b). Para animais que nao
podem ser submetidos a cirurgia, este exame pode ser uma mais-valia na obtencdo de um
diagnostico. Dadas as caracteristicas especiais das neoplasias mamarias caninas (grandes
dimensoes, heterogeneidade tecidual, variedade na constituicao celular) esta ndo € uma técnica
de utilidade unanime (Peleteiro & Correia, 1992; Zuccari, Santana & Rocha, 2001). Para alguns
a sua aceitacdo relaciona-se com a possibilidade da identificacdo da lesdo (neoplasica,
inflamatdria ou hiperplasica) (Queiroga & Lopes, 2002; Lana et al., 2007; Sangha et al., 2011)
permitindo descartar possiveis diagndsticos diferenciais como mastite (Langenbach, McManus,
Hendrick, Schofer & Sorenmo, 2001), lipoma e mastocitoma (Queiroga et al., 2002; Lana et
al., 2007; Sorenmo et al., 2013). Esta também descrita a sua utilidade na detecdo de metéstases
a nivel dos linfonodos regionais (Sangha et al., 2011) com uma sensibilidade de 100% e
especificidade de 96% (Langenbach et al., 2001). Peleteiro et al. (1993b) e Cassali (2014)
consideram mesmo que deve ser a primeira escolha sempre que haja davidas sobre a natureza
neoplasica de uma lesdo em que nao haja nddulos individualizados, em casos de recorréncia ou
em casos de hipertrofia dos linfonodos. A avaliacdo citoldgica dos linfonodos envolvidos na
drenagem linfatica das mamas afetadas revelou-se como uma técnica de grande sensibilidade

para a detecdo de doenca metastatica de tumores solidos (Langenbach et al., 2001) sendo que
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na presenca de resultados positivos ou suspeitos estes devem ser excisionados (Sorenmo et al.,
2003; Cassali et al., 2014).

I1 6.1 Estadiamento TNM

A determinacdo do estadio clinico permite definir a extensdo do tumor permitindo,
consequentemente, o estabelecimento de um progndstico e de um planeamento do tratamento,
dando ao patologista indicacdes precisas sobre o material enviado para anélise, decorrentes de
observacdes clinicas originadas de diversas fontes (Peleteiro et al., 1993a; Sobin & Wittekind,
1997, Sorenmo et al., 2013; Cassali et al., 2014). O estadiamento clinico é determinado de
acordo com o sistema TMN estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) para 0s

tumores mamarios caninos (Owen, 1980).

Tabela 1 — Estadiamento clinico (TNM) de tumores mamarios caninos (adaptado de Sorenmo
etal., 2013).

Sistema Modificado
M - Metastase a
T - Tumor Primario N - Linfonodos Regionais distancia
) MO - Sem dete¢éo de
Tl1<3cm NO - Sem metastase )
metastase
] M1 - Detegdo de
T23-5cm N1 - Presenca de Metastase )
metastase
T3>5cm
Estadio | T1 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio 111 T3 NO MO
Estadio IV Qualquer T N1 MO
Estadio V Qualquer T Qualquer N M1

Atualmente a maioria dos oncologistas utiliza uma versdo modificada (Tabela 1) do sistema
originalmente proposto que permite classificar a progressao da doenca em 5 estadios (Sorenmo
et al., 2013), de acordo com as dimensdes da lesdo primaria (T), envolvimento dos linfonodos
regionais (N) e a existéncia ou ndo de metastases a distancia (M) (Peleteiro et al., 1993a). Estes

dados em si fornecem informacdes importantes sobre a malignidade da doenca, a expetativa de
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sobrevivéncia e o prognostico em geral (Hellmén et al., 1993; Sobin et al., 1997; Ferreira,
Bertagnolli, Cavalanti, Schmitt & Cassali, 2009; Sorenmo et al., 2013; Cassali et al., 2014). No
caso dos tumores multiplos deve ser atribuida uma classificacdo individual a cada neoplasia
(Peleteiro et al, 1993a), sendo que o estadio a considerar como correto para o0 animal € sempre
0 da neoplasia com maior gravidade ou de categoria T mais elevada. A referir que esta
classificacéo se aplica unicamente a tumores epiteliais, o que Peleteiro (2003a) considera uma
limitacdo excessiva se a priori, mas legitima quando usada no estabelecimento de um
prognostico, dada a conhecida superioridade em termos de malignidade das neoplasias

sarcomatosas.

11 6.2 Avaliacéo histopatoldgica

O método de diagnostico mais seguro é o exame de bidpsias excisionais ou incisionais (Cassali
et al., 2014). Além de facilitar a classificacdo das lesdes permite avaliar a infiltracdo na pele,
tecidos moles e vasos sanguineos circundantes e verificar detalhes concernentes a

histomorfologia do tumor (Ferreira, Bregunci, Schmitt & Cassali, 2003; Cassali et al., 2014).

11 6.2.1 Classificacéo histoldgica

A classificacdo de neoplasias mamérias tem-se baseado essencialmente na histopatologia
(morfologia descritiva) e, numa fracdo menor, na origem histogenética e progndstico (Fowler,
Wilson & Koester, 1974; Hampe & Misdorp, 1974; Benjamin Lee & Saunders, 1999; Morris,
2001; Misdorp, 2002). A primeira “Classificagdo Histologica Internacional de Tumores dos
Animais de Companhia”, publicada pela Organizacdo Mundial de Saide (Hampe et al., 1974),
seguiram-se uma revisdo em 1999 (Misdorp, 1999) e a proposta de uma nova classificagdo por
Goldschmidt, Pefia, Rasotto & Zappulli (2011).

11 6.2.2 Atribuicdo do grau de malignidade

Para atribuicdo do grau de malignidade os tumores mamarios epiteliais sdo classificados de
acordo com critérios histopatologicos especificos (Sorenmo et al., 2013). Existem varios

sistemas de classificacdo da malignidade para tumores mamarios caninos elaborados a partir do
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Sistema Numérico de Elston e Ellis (1991) estabelecido para a mulher, também conhecido como
Método de Nothingham, posteriormente modificado por Elston e Ellis (1998).

Todos os sistemas se tém baseado na avaliacdo de 3 caracteristicas morfoldgicas: a formacéo
tubular, o pleomorfismo nuclear e a contagem mitética (Castagnaro et al., 1998; Misdorp et al.,
2002; Clemente, Perez-Alenza, lllera & Pefia, 2010a). De duas modificacbes ao sistema
numérico humano (Misdorp et al., 2002; Clemente, Perez-Alenza, lllera & Pefia, 2010a)
resultou que um deles (Clemente et al., 2010a) se afirmou com melhor capacidade preditiva do

desenvolvimento de metastases (Pefia, de Andrés, Clemente, Cuesta & Perez-Alenza, 2013).

Tabela 2 - Critérios para avaliacdo de grau histologico de malignidade (adaptado de Clemente
etal., 2010a e Pefia et al., 2013).

Critérios para avaliacéo de grau histolégico de malignidade (adaptado de Clemente et al., 2010a e Pefia et al., 2013)
Pontos
1 Formagéo tubular> 75%
Formagcé&o tubular @ ) Formagcéo tubular em 10-75% (formagdo de arranjo tubular moderada entre areas de
crescimento solido)
3 Formacéo tubular em <10% (formagédo tubular minima ou ausente)
1 Nucleo pequeno e regular ou uniforme com nucléolo ocasional
) Variagdo moderada de dimensdes e forma nucleares, ndcleo hipercromético,
Pleomorfismo nuclear ® presenca de nucléolos (alguns proeminentes)
3 Variagdo marcada nas dimensoes nucleares, ndcleos hipercromaticos,
frequentemente com mais de um nucléolo proeminente
1 0-9 mitoses por 10 HPF
Mitoses por 10 HPF ¢ 2 10-19 mitoses por 10 HPF
3 > 20 mitoses por 10 HPF
Pontos Grau de Malignidade
Grau Histoldgico de 3-5 I (baixo, bem diferenciado)
Malignidade (Total) 6-7 11 (intermédio, moderadamente diferenciado)
8-9 111 (elevado, pouco diferenciado)

2em tumores complexos e mistos (com diferenciacdo mesenquimatosa) a percentagem de formacéo
tubular é considerada por avaliagdo apenas das areas epiteliais. Nos mioepiteliomas a formacao tubular
é classificada como 2. Em carcinomas mamarios caninos heterogéneos a classificagdo tubular deve ser
feita considerando a area maligna mais representativa.

® Em tumores complexos e mistos, o pleomorfismo nuclear deve ser avaliado em todos 0s componentes.
¢HPF (High-power field - campo de maior resolucdo) - os campos devem ser selecionados a periferia
das zonas com maior atividade mit6tica = 0.55mm.

Este, por nés adotado e esquematizado na Tabela 2, é considerado o sistema de avaliacdo de
grau histologico de Pefia, tendo parcialmente sido publicado como Clemente et al. (2010a). As
adaptacdes basearam-se numa necessidade de considerar algumas especificidades dos tumores

mamarios caninos em relagdo aos humanos, como por exemplo apenas uma pequena proporgao
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de TMC (tumores mamarios caninos) metastizar (Benjamin et al., 1999; Clemente, Perez-
Alenza, Pefia, 2010b; Gama, Alves & Schmitt, 2010), existir nestes uma prevaléncia muito
superior de tumores complexos, mistos e com componente mesenquimatosa maligna
(Goldschmidt et al., 2011) e existirem ja critérios especificos de malignidade para os TMC.
Este sistema considera a heterogeneidade dos carcinomas mamarios caninos, indica como
devem ser avaliadas as zonas de proliferagdo mioepitelial e neoplasias mistas e atualiza a
avaliagdo das caracteristicas nucleares (Pefia et al., 2013). Os sarcomas ndo devem ser avaliados
quanto ao grau histologico de malignidade por este sistema (Pefia et al., 2013; Sorenmo et al.,
2013).

11 6.3 Classificacdo molecular

N&o existem ainda estudos suficientes que apoiem uma classificagdo sistematica dos tumores
mamarios malignos da cadela de uma perspetiva molecular, a semelhanga do que acontece na
mulher. Se por um lado o nivel de caracterizacdo dos tumores na cadela estd muito aquém do
gue se conseguiu para a mulher, havendo multiplos resultados com tanto de fiabilidade quanto
de divergéncia, por outro ainda ndo se estabeleceu o beneficio concreto, em termos da pratica
clinica veterinaria, para o fazer. Este tema sera desenvolvido no Capitulo 11 8.13, relativo ao
valor prognostico de diversos fatores, entre 0s quais se encontram os marcadores moleculares

tipicamente utilizados para proceder a esta subtipificacdo tumoral na mulher.

11 7. Epidemiologia e causas oncogénicas/fatores de risco

A epidemiologia do tumor de mama canino estd naturalmente relacionada com os fatores de
risco, sendo o seu estudo descritivo uma base de partida para o estudo destes. Por esse facto

estes dois parametros serdo analisados de forma articulada.

11 7.1 Continuum histoldgico entre benignidade e malignidade

De 50 a 70% das cadelas com TMC apresentam tumores mdaltiplos (Misdorp et al., 2002;
Sorenmo 2003; Sorenmo et al. 2009), podendo ocorrer num mesmo animal tumores de natureza

muito diferente e verificando-se, em geral, grande heterogeneidade (Misdorp 2002; Sorenmo
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2003; Sorenmo et al. 2009). A maioria dos tumores malignos avaliados corresponde a
carcinomas, contabilizando-se uma prevaléncia de 5% de sarcomas (MacEwen et al., 2013).
Foi, ndo ha muito tempo, colocada a hipdtese de os tumores mamarios se desenvolverem a partir
de tumores benignos pré-existentes (Sorenmo et al., 2009). Esta teoria partiu da verificacdo do
facto de as cadelas que apresentam tumores malignos serem, no geral, significativamente mais
velhas que as que apresentam tumores benignos, e de os tumores malignos serem
significativamente maiores. Dois ter¢cos das cadelas examinadas no estudo que colocou
primeiramente esta hipdtese apresentavam tumores multiplos, existindo evidéncias histoldgicas
da progressdo para a malignidade com o aumento de tamanho dos tumores. Estes achados
sugerirem que os TMC podem progredir da benignidade para a malignidade, sendo a
malignidade o ultimo estadio de desenvolvimento (Sorenmo et al., 2009). Varias publicacdes
indicam o aumento de risco de desenvolvimento de TMC em cadelas com evidéncias
histopatoldgicas de lesdes pré-malignas (hiperplasias, hiperplasias atipicas e carcinomas in situ)
ou historia de TMC anterior (Antuofermo et al., 2007; Stratmann, Failing, Richter & Wehrend,
2008). Uma explicagdo para este facto serd a totalidade do tecido mamario estar sujeita ao
mesmo nivel de exposicdo hormonal, o que prevé a possibilidade do desenvolvimento de varios
tumores ao longo do tempo ou da presenca de varias formas de desenvolvimento simultaneas
(Sorenmo et al. 2009). Sendo esta a teoria prevalente, tanto mulheres como cadelas com
diagndsticos anteriores de hiperplasias atipicas ou carcinomas in situ parecem estar em maior
risco (Antuofermo et al., 2007, Sorenmo et al., 2009; Mouser, Miller, Antuofermo, Badve &
Mohammed, 2010). Apesar de maior no lado ipsilateral, o risco encontra-se ainda assim
igualmente aumentado para o lado contralateral, sugerindo que as lesdes pré-malignas séo, além
de preditivas, precursoras do desenvolvimento de tumores malignos (Antuofermo et al., 2007,
Stratmann et al., 2008; Sorenmo et al, 2009; Mouser et al., 2010).

11 7.2 Incidéncia

Na auséncia de registos clinicos confiaveis sobre a prevaléncia de tumores mamarios malignos
em cées ao longo do tempo, € dificil saber se esta se encontra em crescimento. Apesar da
existéncia de fatores que podem contribuir para 0 aumento do diagnostico de cancro nos caes,
tal como acontece em humanos, esta € uma doenca de idades mais avancadas e, como resultado
dos desenvolvimentos na saude e no bem-estar destes, € maior o nimero de animais que chega
a idades em que a incidéncia é maior (Bonnett & Egenvall, 2010). Os tumores mamarios

espontaneos da cadela representam a segunda neoplasia mais frequente na espécie canina
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(Ferguson, 1985; Madewell & Theilen, 1987; Peleteiro et al., 1993b; Morris et al. 2001; Bonnett
et al. 2010; Sorenmo et al., 2013;Cassali et al., 2014), logo a seguir aos tumores de pele. Os
TMC ocorrem quase exclusivamente nas fémeas, representando nestas a neoplasia mais
frequente (Dorn et al., 1968; Moe, 2001; Dobson et al., 2002; Egenvall, Bonnett & Ohagen,
2005; Merlo et al., 2008; Bronden et al., 2010). A incidéncia de tumores mamarios é maior
nesta espécie do que em qualquer outro animal domeéstico e trés vezes superior a encontrada no
Homem (Villalobos, 2007). A sua incidéncia exata é de determinacdo dificil, com resultados
muito variaveis dependendo da origem dos estudos e das caracteristicas da populacédo estudada.
A incidéncia nos Estados Unidos, por exemplo, ou em certos paises do Oeste Europeu, tem
vindo a mostrar uma tendéncia decrescente, o que se deve a pratica cada vez mais comum de
esterilizagéo das cadelas ainda jovens (Egenvall et al., 2005). A maior parte dos estudos, no
entanto, baseia-se em populacbes de cadelas predominantemente inteiras, fornecendo entao
informacdes relativas ao verdadeiro risco de incidéncia em animais no estado natural. Existem
estudos que apontam para que os tumores mamarios constituam 50 a 70% de todos os tumores
(Moe, 2001; Merlo et al, 2008). Para outros autores esta percentagem esta entre os 25 a 50%
(Moulton, 1990; Misdorp et al., 1999; Sorenmo, 2003). Egenvall et al. (2005) estudou a
incidéncia de tumores mamarios em cadelas entre os 3 e 10 anos de idade, numa amostra de 80
000 espécimes de diferentes racas, na Suécia, no periodo entre 1995 e 2002, e chegou a uma
incidéncia de 111 por cada 10 000 animais por ano. Dobson (2002) havia encontrado
anteriormente uma de 205 por 100 000 e MacEwen e Withrow, em 1989, uma incidéncia de
198,6 por cada 100 000 animais por ano. Aproximadamente 41 a 53% dos tumores mamarios
sdo malignos (Misdorp et al., 2002; Gupta et al., 2012) podendo ser de mau progndstico devido
a uma elevada taxa de recorréncia aliada a ocorréncia de metastizacdo. A mortalidade

documentada por Egenvall (2005) foi de 6:10 000, aumentando com a idade.

11 7.3 Idade

Existem dados muito dispares em relacdo as idades em que se verificam as maiores incidéncias,
embora nem por isso divergentes. Deve-se considerar o facto de as varias ragas terem tempos
médios de vida muito diferentes, o que de alguma forma se traduz sempre num enviesamento
dos resultados. Assim, temos Palta (2000) a reportar a maior incidéncia no grupo etario de 10-
12 anos (25,30%), seguido pelo grupo de 6-8 anos (24.13%) e de 8-10 anos (21,26%) e com a
menor incidéncia no grupo dos 0 a 2 anos (2,30%). Nayyar (2002) Sharma (2003) e Bala (2005)

encontraram as idades meédias de 9,6 anos, 8 e 9,1 anos, respetivamente, com a maior incidéncia
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no grupo 8-10 anos (22,22%) seguido do grupo 12-14 anos (19,44%), sendo estes resultados
corroborados por Jain (2006) e Shivani (2007). Este ultimo observou ainda que as lesdes
neoplésicas benignas ocorreram a uma idade média inferior (6,3 anos) que as malignas (9,7
anos), o que Soremno (2009) veio a confirmar, apesar de com um diferencial menor entre 0s
tipos (idades de 8,5 e 9,5 anos, respetivamente). Gupta (2008) encontrou a idade média de
aparecimento de lesdes malignas de 10,8 anos e no seu ultimo estudo epidemiolégico, em 2012,
reiterou o intervalo de 10 a 12 anos como o da maior incidéncia. Pode-se dizer que os tumores
mamarios surgem geralmente em animais com idade superior a 6 anos, sendo raro o
aparecimento desta neoplasia antes dos 4 anos e estando, nesse caso, normalmente associado a
benignidade (Misdorp, 2002; Lana et al., 2007; Sennazli, Vildririm, Sonmez, Arun & Gurel,
2015).

11 7.4 Sexo

A ocorréncia de neoplasias mamarias no macho é muito pouco frequente, estando
frequentemente associada a alteracfes hormonais, tais como as relacionadas com tumores
testiculares produtores de estrogénios (sertolinomas) (Misdorp et al., 2002). De acordo com
Rutteman et al. (2001) o risco de desenvolvimento destes tumores em machos esté entre O e
2,7%, sendo a média inferior a 1%. Saba et al., (2007) descrevem esta probabilidade de
ocorréncia como 1:62, e consideram-nos, tal como Bearss, Schulman & Carter (2012),
maioritariamente benignos. J& Jabara (1969) e Brodey et al. (1983) descrevem-nos como

maioritariamente malignos.

I1 7.5 Raca e predisposi¢cdo genética

Existem, reconhecidamente, diferencas no risco de desenvolvimento de certos tipos de tumor
de acordo com as racas. Contudo, havendo um numero reduzido de estudos epidemioldgicos
em larga escala sobre a incidéncia dos diferentes tipos de cancro na populagéo canina, torna-se
dificil chegar a conclusdes firmes sobre essas diferencas (Dobson, 2013). Apesar de os estudos
existentes fornecerem indicagdes relevantes sobre o risco de tumores mamarios para as ragas,
as conclusdes ndo devem ser consideradas definitivas, pelo facto de os resultados dependerem
da prevaléncia de racas na populacdo em risco (o que explica as diferencas de resultados obtidos

em diferentes paises). Também a existéncia de outras doencas hereditarias ou problemas
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associados a raca sao fatores que podem trazer desvios em relagdo as conclusdes tiradas. Por
exemplo, os resultados que apontem para uma pequena prevaléncia de cancro nos Bulldogs
podem estar relacionados com a sua curta longevidade ou com a morte precoce por problemas
de saude caracteristicos da raca (Kennel Club/British Small Animal Veterinary Association
Scientific Committee). Ainda assim, o facto de estes estudos mostrarem predisposices de
algumas racas em relacdo ao desenvolvimento de cancro tem implicagdes importantes na
compreensdo da etiologia deste, por se poder inferir uma componente genética ou hereditéria.
O céo tem uma estrutura populacional Gnica, com cada raca emergindo de um nimero limitado
de fundadores. Acredita-se que o cdo tenha evoluido de lobos cinzentos, possivelmente da
Europa ou Médio Oriente (Parker, Shearin & Ostrander, 2010; Vonholdt et al., 2010; Wayne &
Vonholdt, 2012). Apesar de o cdo-lobo ter sido domesticado ha 20 000-30 000 anos, € 0s tipos
de cées terem sido gradualmente escolhidos de acordo com as suas capacidades de guarda, caca
e pastoreio, foi s6 ha aproximadamente 200 anos que, com as praticas de cruzamentos
selecionados, a populacdo de cées se dividiu em cerca de 300 ragas, por todo 0 mundo. Ao
longo deste tempo a realizagdo desta préatica resultou numa diminuicdo da diversidade genética
dentro das racas e num aumento da divergéncia genética entre elas. A heterozigotia nucleotidica
média, quando considerada entre racas de cées, é comparavel a humana, mas o nivel da
diversidade genética dentro de uma sé raca é consideravelmente menor que da espécie como
um todo (Parker et al., 2010). De facto foi estimado que, enquanto a domesticacéo dos canideos
selvagens resultou numa perda de 5% de diversidade nucleotidica, a selecdo das racas resultou
numa perda de 35%. As mutacdes num pequeno numero de genes SA0 responsaveis por muitas
caracteristicas da raca, e algumas selecbes levadas ao extremo, para exacerbacdo de
caracteristicas que se pretendem marcadas, diminuiram ainda mais a diversidade genética
selecionando igualmente mutacdes predisponentes a doencga. Os varios estudos apontam para
uma maior afecdo dos cdes de raca pura (Dorn et al., 1968), particularmente de porte pequeno
ou miniatura. Destes, os mais usualmente considerados de maior risco sdo os Caniches (toy e
miniatura), Chihuahuas, Dachshunds, Yorkshire terriers, Malteses, e Cocker Spaniels (Dorn et
al., 1968; Moe, 2001, Dobson & Lascelles, 2011). Das racas maiores, temos 0s Springer Spaniel
Ingleses, Setters Ingleses, Pastores Alemaes, Pointers, Dobermans e Boxers (Dorn et al., 1968;
Peleteiro, 1994; Moe, 2001, Dobson et al., 2011).

No global, fazendo um estudo que englobe cées apresentados a consulta, sdo normalmente 0s
de raga indeterminada que apresentam a maior incidéncia de tumores mamarios em termos
absolutos, talvez pelo facto de serem também 0s que existem em maior nUmero € 0S mais

acessiveis a qualquer dono (Gupta et al., 2012).
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Quanto a predisposicdes genéticas, tém sido estudados genes gque se suspeitam implicados na
génese dos tumores mamarios na mulher, dada a grande homologia entre a sequéncia genémica
da mulher e da cadela (Lindblad-Tod et al., 2005), bem como as diversas similaridades em
termos morfologicos, comportamentos bioldgicos e curso clinico nas duas espécies. Nao existe
ainda muita informacao sobre a existéncia, frequéncia e importancia das mutaces em linhas
germinativas e o seu papel no risco de desenvolvimento de TMC o que se deve, em larga
medida, ao facto de so recentemente se ter feito 0 mapping da sequéncia genémica canina
(Lindblad-Tod et al., 2005). Contudo, existem j& alguns estudos que apontam direcOes
importantes. Dada a extensdo dos estudos existentes (e em progresso) sobre esta tematica
particular e pelo facto de fugir um pouco ao &mbito desta dissertagdo, mencionamos apenas a
influéncia de mutagdes nos genes BRCA. MutacOes nos genes BRCALl e BRCA2 foram
associadas ao aumento da incidéncia de tumores mamarios numa raca particular - os English
Springer Spaniel (Rivera et al., 2009; Antuofermo et al., 2007; Nieto et al., 2003). Foi também
detetada a sobre-expressdo do gene BRCA2 em tumores metastaticos caninos (Sorenmo et al.,
2013; Egenvall et al., 2005; Rivera et al., 2009). Na mulher, as mutacfes nestes genes
condicionam um risco de desenvolvimento de cancro da mama estimado entre 56% e 84%
(Eisen et al., 2005). Num subcapitulo posterior a predisposicdo genética sera ligeiramente

aprofundada, nomeadamente pela sua importancia a nivel de prognostico.

11 7.6 Localizacéo

O desenvolvimento de tumores e de displasias aumenta em ndmero quanto mais caudal for a
glandula mamaria, sendo as mamas abdominais e inguinais as mais afetadas (Peleteiro et al.,
1993Db; Peleteiro, 1994; Misdorp, 2002; Sorenmo et al., 2009). Varios autores sugerem que este
facto pode estar relacionado com um maior crescimento, peso, lobularidade, secrecdo e uma

maior frequéncia de nddulos hiperplasicos nas glandulas mamarias caudais (Misdorp, 2002).

Il 7.7 Hormonas e fatores de crescimento

Os tumores mamarios, tanto da mulher como da cadela, estdo sob controlo e dependéncia
hormonal, havendo bastantes similaridades entre estas duas espécies (Thuroczy et al., 2007).
Tanto os estrogenios como a progesterona sdo necessarios para o desenvolvimento normal e a

maturacao da glandula mamaria, funcionando como mitogenios do epitélio mamario e indutores
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da proliferacdo do epiteélio intralobular ductal (Sorenmo et al., 2013). Este efeito proliferativo
epitelial ocorre repetidamente em condi¢es fisioldgicas, para cada ciclo éstrico. O risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias € essencialmente determinado pela intensidade e
duracdo da exposicao do epitélio mamario a acdo conjunta de estrogenio e prolactina (por
facilitacdo da acdo mitdtica do estrogénio, aumentando o numero de recetores) (Rutteman et
al., 1990; Queiroga et al. 2005; Sorenmo et al. 2013). Nesse sentido, a ovariohisterectomia
veicula um efeito protetor, sendo que este é tanto maior quanto mais precocemente se inibir a
exposicdo hormonal (Sorenmo et al., 2013). Assim, se as cadelas forem esterilizadas antes do
primeiro estro, tém 0.5% do risco de vir a desenvolver tumores mamarios. Depois deste, 0 risco
aumenta de forma exponencial para 8% se antes do segundo estro e 26% se depois deste
(Schneider, Dorn & Taylor, 1969, Sorenmo et al, 2013). A protecdo conferida pela castragdo
desaparece ap6s os dois anos e meio de idade, quando o risco de desenvolvimento de tumores
de mama € praticamente 0 mesmo que para as cadelas inteiras (Sorenmo et al., 2013). Esta
evidéncia permite considerar a influéncia hormonal na carcinogénese como um facto
irrefutavel. A considerar, no entanto, que a ovariectomia depois do desenvolvimento tumoral,
ou seja, a remocao da principal fonte de estrogénio enddgeno, ndo promove a remissdo tumoral,
ndo havendo evidéncias de um efeito significativo na progressdo da doenca maligna
considerando quer a taxa de recidiva quer a de sobrevivéncia (Morris, Dobson & Bostock,
1998). Os recetores de estrogénio e de progesterona estdo presentes em proporcfes maiores no
tecido mamario normal e em tumores benignos do que nos malignos (Rutteman, Misdorp,
Blankestein, & van den Brom, 1988), sendo as metastases frequentemente negativas para estes
(Sartin et al,. 1992; Nieto et al., 2000; Amorim et al., 2008; Mariotti et al., 2013). Pensa-se
entdo que as hormonas esteroides atuem sobre as células alvo principalmente durante as fases
iniciais da carcinogénese, perdendo progressivamente o efeito estimulatério ao longo do
desenvolvimento da doenca para estadios mais avancados (Perez-Alenza, Pefia, Del Castillo &
Neto, 2000). A exposicdo a estas hormonas (tanto estrogénios como progesterona) foi
recorrentemente indicada como fator de risco para o aparecimento da neoplasia mamaria canina
(Stovrinmg, Moel & Glattree, 1997; Perez-Alenza et al., 2000; Sleeckx, Rooster, Kroeze, Van
Ginneken & Van Brantegem, 2011; Sorenmo et al., 2013). Foi também verificado que as
cadelas submetidas a tratamentos com progestinas, utilizadas em Medicina Veterinaria para a
prevencdo do estro ou tratamento de pseudogestacGes, tém maior probabilidade de desenvolver
tumores mamarios e os desenvolvem mais precocemente (Sorenmo et al., 2013). De acordo
com o Norwegian Canine Cancer Registry estas cadelas incorrem num risco 2,3 vezes maior
que as nunca tratadas com estas substancias (Stovrinmg et al., 1997). De variados estudos

dedicados a investigacdo do efeito da dose, duracdo do tratamento e tipo de hormonas
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(progestinas, estrogénios, ou combinacdo de ambos), apesar de algum grau de discordancia,
resulta que a maioria concorda que tratamentos baseados na administracdo de progestinas em
doses baixas se traduzem no aumento do risco de aparecimento de tumores benignos enquanto
0s tratamentos com a combinacdo de estrogénios e progestinas tende a aumentar o risco de
aparecimento de tumores malignos (Sorenmo et al, 2013).

Na mulher, a ocorréncia de uma primeira gravidez depois dos 30 anos constitui em si um fator
de risco (Lyons, Schedin & Borges, 2009). Na cadela, a idade & primeira gestacdo ou parto ndo
parece estar relacionada com a ocorréncia de neoplasia mamaria (Schneider, 1970; Rutteman,
1990, Rutteman et al., 2001), tal como ndo parece existir um maior risco associado a outros
fatores como o nimero de gestagdes ou alteragcdes do ciclo éstrico (Perez-Alenza et al., 2000).
Em relagdo ao efeito da ocorréncia de pseudogestacdes existem dados contraditorios pelo que,
face a disparidade de resultados, Perez-Alenza et al. (2000) consideram que, em existindo uma
associacdo, esta ndo sera muito expressiva.

Inicialmente pensou-se que os efeitos tumorigénicos do estrogénio seriam mediados por ligagdo
ao recetor, com um aumento da producéo de fatores de crescimento e consequente proliferagcdo
celular (Pike et al., 1993). Atualmente sabe-se que 0 estrogénio e os seus metabolitos também
tém efeito genotoxico, aumentando o numero de mutacdes e induzindo a aneuploidia,
independentemente dos seus recetores (Okoh, Deoraj & Roy, 2011). J& em relacdo aos efeitos
tumorigénicos da progesterona, pensa-se que esta seja responsavel pela indugdo de um aumento
da producdo da hormona de crescimento (GH) e dos seus recetores (GHR) (Selman et al., 1994,
Mol et al., 1999; Queiroga et al., 2008) que, por sua vez, estimulam a proliferacao das células
tronco mamarias como primeiro passo da carcinogénese mamaria (Mol et al., 1999). A hormona
de crescimento tem sobre os tecidos mamarios efeitos de estimulacdo direta e indireta, pelo
aumento do fator de crescimento insulinico-1 (IGF-1) (Mol et al., 1997). O IGF-1 é tanto um
fator de proliferacdo como de sobrevivéncia para as células epiteliais mamarias, regulando a
expressdo de numerosos genes envolvidos no desenvolvimento de tumores mamarios caninos
malignos (Hamelers et al, 2002; Queiroga et al., 2010a). Estes, tal como o estrogénio e a
progesterona, tém uma concentracgdo tecidular de GH e IGF-1 consideravelmente maior que 0s
benignos, e 0s seus niveis correspondem igualmente a pardmetros clinicopatoldgicos
importantes como taxa de crescimento, tamanho tumoral e tipo histopatologico dos tumores

mamarios na cadela (Queiroga et al., 2008).
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11 7.8 Expressao da Ciclooxigenase-2

As ciclooxigenases, particularmente a Cox-2, estéo claramente envolvidas no desenvolvimento
e na progressao dos tumores mamarios, estando demonstrada a sobre-expressao de Cox-1 e
Cox-2 nos TMC (Millanta, Citi, Della Santa, Porcianni & Polli, 2006a; Queiroga, Alves, Pires
& Lopes, 2007, Queiroga, Pires, Lobo & Lopes, 2010b; Lavalle, Bertagnolli, Tavares &
Cassali, 2009). Estas duas tém func@es bioldgicas diferentes: a Cox-1 é expressa em muitos
tecidos e desempenha um papel importante na regulacdo de funcgdes fisioldgicas normais
enquanto a Cox-2 esta geralmente ausente em celulas normais, podendo ser induzida por fatores
de crescimento, respostas inflamatorias, promotores de tumores e oncogenes (Millanta et al.
2006a; Queiroga et al. 2007b). Vérios estudos mostram que a expressdo da Cox-2 é mais
frequente e intensa nos TMC malignos que nos benignos (Millanta et al., 2006a; Queiroga et
al., 2007, Queiroga et al., 2010b). Dependendo dos estudos encontra-se sobre-expressao em 56
a 100% das células tumorais, verificando-se um menor tempo de sobrevivéncia nos caes com
sobre-expressdo da Cox-2 (Lavalle et al., 2009), pelo que a sobre-expressdao pode ser

considerada um fator de risco.

11 7.9 Dieta

A alimentacdo baseada em comida caseira foi associada a uma maior prevaléncia de neoplasias
e de displasias mamaérias quando comparada com a comida comercial, possivelmente pela
presenca de um maior teor de gordura insaturada (Perez-Alenza, Rutteman, Pefia, Beynen &
Cuesta, 1998). Perez-Alenza et al. (1998) haviam ja demonstrado que uma alimentacdo a base
de carne de porco e vaca, com pouco consumo de carne de frango, constituia em si um fator de
risco. Alguns anos antes, num outro estudo (Sonnenschein, Glickman, Goldschmidt & McKee,
1991), ndo se havia comprovado que o risco fosse maior em cadelas obesas ou alimentadas com
dietas ricas em gordura, mas considerara-se que 0s cées que haviam sido magros até aos 9-12
meses de idade apresentavam condi¢Bes de menor risco de vir a desenvolver estas neoplasias.
O peso corporal parecia estar entdo relacionado com o aumento do risco de aparecimento de

tumores mamarios, quando em excesso, especialmente na puberdade.
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I1 7.10 Virus

Existe a hipotese de um envolvimento viral na etiologia das neoplasias mamarias, sendo mesmo
considerada a possibilidade de se tratar de uma zoonose. Esta surgiu pelo reconhecimento do
facto de, em ratos de laboratorio, a etiologia mais comum de tumores mamarios ser um
retrovirus oncogénico (MMTYV- virus de tumor mamario murino). Em tumores mamarios de
mulher foram isoladas sequéncias nucleotidicas bastante semelhantes ao virus responsavel pela
afecdo nos ratos (Szabo, Haislip & Garry, 2005) e, recentemente, este virus foi detetado em
amostras de tumores mamarios caninos e felinos, com percentagens respetivas de 3,49% (3/86)
e 18,6% (16/86), ndo estando esta detecdo restrita as massas mamarias tumorais mas

encontrando-se também em tecido mamario normal (Hsu et al., 2010).

11 8. Progndstico

Em termos médicos, quando estamos na presenca de uma doenca e depois de estabelecido um
diagnostico, a interrogacdo subsequente imediata, tanto em clinicos como em doentes, refere-
se com frequéncia ao progndstico. Corresponde a fase de construcdo e gestdo de expetativas
por exceléncia e redireciona, em si, muitas vezes, 0 empenho no tratamento. Cada uma das
propriedades percetiveis da doenca pode ter um significado em termos de futuro, antes mesmo
de se avaliar as possibilidades de tratamento e a eficacia deste. N&do € sé trabalho dos clinicos
detetar, identificar e curar, mas cada vez mais gerir e prever. Essa capacidade surge como um
indicador de competéncia e de conhecimento.

Fatores de progndstico podem ser definidos como caracteristicas bioldgicas, clinicas ou
patoldgicas, especificas de individuos e tumores, que permitem fazer uma predi¢do do
desenvolvimento, desfecho clinico e sobrevivéncia de pacientes, sem que estes tenham sido
sujeitos a terapias adicionais ou adjuvantes depois da cirurgia inicial (Cavalcanti & Cassali,
2006). A semelhanca do que é a realidade no universo da Medicina humana, a identificacdo de
parametros relevantes a nivel de prognostico constitui uma area de investimento consideravel
na investigacdo do cancro mamario canino. Apesar de ndo serem consensuais, muitas
propriedades clinicopatologicas foram ja reconhecidas como fatores de progndéstico de valor

significativo.
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11 8.1 Tamanho tumoral

A dimens&o do tumor é um importante fator independente de progndstico (De las Mulas, Millan
& Dios, 2005; Ferreira, Bertagnolli, Cavalcanti, Schmitt & Cassali, 2009; Santos et al., 2013;
Sorenmo et al., 2013; Santos et al., 2015). Contudo, sendo consensual a importancia do tamanho
tumoral, ndo o sdo as dimensdes a partir das quais o0 progndstico se torna pior, de uma forma
significativa. Pode-se ainda assim afirmar que a previsdo de um prognostico desfavoravel seja
diretamente proporcional ao aumento do diametro do tumor (Chang et al., 2005; De las Mulas
et al., 2005; Ferreira et al., 2009; Sorenmo et al., 2009, Santos et al., 2015). Para alguns autores,
as cadelas com tumores de didmetro superior a 3 cm tém, em relacdo as cadelas com tumores
de menores dimensdes, um pior prognéstico, com um tempo de sobrevivéncia (TS) mais curto
(Kurzman & Gilbertson, 1986; Philibert et al., 2003; De Las Mulas et al., 2005, Santos et al.,
2015) e uma diminuicdo do periodo livre de doencga (TLD) (Kurzman & Gilbertson,1986, De
las Mulas et al., 2005, Santos et al., 2015). Para outros, a dimensdo tumoral a considerar com
significado a nivel de alteracdo de prognostico é de 5 cm (Morris et al., 1998), estando
estatisticamente relacionada com a ocorréncia de metastases nos linfonodos regionais (Chang
et al., 2005).

11 8.2 Tipo histoldgico

O tipo histoldgico de tumor é também um fator progndstico importante de acordo com um
grande nimero de estudos, sendo definida uma progressdo crescente de malignidade, dos
carcinomas in situ (ndo infiltrativos) aos sarcomas, passando pelos carcinomas complexos e
simples (Hellmén et al., 1993; Misdorp, Else, Helmén & Lipscomb, 1999; Hsu, Hunag, Liao,
Wong & Chang, 2009; Santos et al, 2013). Os carcinomas complexos estdo geralmente
associados a tempos de sobrevivéncia maiores que os simples 0 que, apesar de ainda nao ser
totalmente claro, se pensa estar relacionado com o papel das células mioepiteliais como
supressoras da invasdo tumoral (Santos et al., 2013). As células mioepiteliais rodeiam a
estrutura epitelial nas lesdes pré-malignas e carcinomas in situ, servindo como barreira que
impede a progressao dos carcinomas in situ para carcinomas invasivos (Gudjonsson et al., 2002;
Man & Sang, 2004). Acredita-se que esta capacidade supressiva das células mioepiteliais esteja
dependente de uma boa diferenciagdo e que as alteragfes nas expressdes dos seus padrdes

moleculares resultem em alteracdes de funcdes celulares, passando a indiferenciacdo das células
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mioepiteliais a relacionar-se com a progressao tumoral (Gudjonsson et al., 2002, Bertagnolli et
al, 2009, Cassali et al., 2012).

Os carcinossarcomas e sarcomas estdo associados a um pior progndstico, havendo evidéncias
de maior risco de desenvolvimento de metastases no primeiro ano pos-cirurgia para 0s
primeiros e de mortalidade para os segundos (Benjamin et al., 1999; Chang et al., 2005; Santos
et al., 2013). Em relacdo aos carcinomas simples, a malignidade verificou-se crescente no
sentido de tubulopapilares, sélidos e anaplésicos (Bostock, 1992; Misdorp et al., 1999).

Para o carcinoma inflamatorio o progndéstico é muito reservado, prevendo-se a morte do animal
num muito curto espaco de tempo (Bergman, 2007) pelo facto de, ao momento do diagnostico,

ja se verificarem metéstases regionais em 96% destes e, a distancia, em 32% (Bergman, 2007).

11 8.3 Grau histoldgico

A avaliacdo do grau histoldgico de malignidade pela utilizacdo do sistema numérico de Elston
e Ellis (1998) serviu de base a uma multiplicidade consideravel de estudos nos TMC
(Karayannopoulou et al., 2005; Millanta et al., 2005; Matos et al., 2006; Millanta et al., 2006b
Gama et al., 2008b; de Oliveira et al, 2009; Gama, Alves & Schmitt, 2009; Estrela-Lima et al.,
2010; Gama, Alves & Schmitt 2010; Santos et al., 2010; Santos et al., 2011, Santos et al., 2015).
Muitos destes estudos demonstraram o valor preditivo do grau de malignidade por analise
univariada (Pefia et al.,, 1998; Nieto et al., 2000; Karayannopoulou et al., 2005) ndo
conseguindo, no entanto, encontrar o seu valor independente de progndstico por analise
multivariada (Nieto et al., 2000; Pefia et al., 1998).

Pefia (2013), depois da adaptacdo do sistema numérico aos TMC, conseguiu encontrar
associacOes significativas entre o grau histoldgico e o tamanho tumoral, o estadio clinico, o
diagndstico histoldgico, a presenca ou auséncia de proliferacdo mioepitelial e a metastizagéo
regional a altura do diagndstico. O grau histoldgico foi ainda associado a recidiva tumoral, a
metastizacdo, a morte associada a patologia mamaria e respetivos tempos (TS e TLD).
Finalmente, o grau histoldgico foi, a par do estadio clinico e do status reprodutivo, considerado
um fator independente de prognostico em analise multivariada, considerando o tempo livre de

doenca a variavel dependente.
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11 8.4 Metastizacdo regional e a distancia

Um dos melhores indicadores de prognoéstico em tumores mamarios caninos é a presenca de
metastases regionais ou a distancia na altura do diagnostico. Em relacdo ao valor prognéstico
do envolvimento de linfonodos regionais, os resultados apontam maioritariamente para a
existéncia de uma correlacdo entre a presenca destas e um pior progndstico (Hellmén et al.,
1993; Perez-Alenza, Pefia, Nieto & Castano, 1997; Chang et al., 2005; Karayannopoulou,
Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 2005; Szczubial & Lopuszynski, 2011) com uma
diminuicao significativa na sobrevivéncia. Ha, no entanto, estudos nos quais ndo se conseguiu
encontrar qualquer relagdo (Schneider et al., 1969; Nieto et al., 2000). A presenca de metéstases
a distancia surge, na maior parte dos estudos, como um fator de mau progndstico (Santos et al.,
2013).

11 8.5 Idade

Existem dados controversos quanto ao valor da idade do animal como fator de prognostico. Se
alguns estudos associam idades mais avancadas a altura do diagnéstico a uma menor
sobrevivéncia (Schneider et al., 1969; Hellmén et al., 1993; Pefa et al., 1998), outros nao
encontram nenhuma associacdo com valor estatistico entre estas duas variaveis (Hellmén et al.,
1993; Queiroga & Lopes, 2002; Philibert et al., 2003; Chang et al., 2005).

11 8.6 OVH simultanea a cirurgia

Mais uma vez existem estudos com dados contraditérios: Sorenmo (2013) e Chang (2005)
demonstraram que as cadelas esterilizadas a altura da cirurgia sobreviveram a doenca mais
tempo que as inteiras, contradizendo resultados que ndo encontraram valor progndstico na
cirurgia simultanea (Morris et al., 1998; Philibert et al., 2003).

11 8.7 Infiltracdo celular linfoide

A relacdo entre a inflamacdo ou infiltracdo celular linfoide tem sido amplamente estudada pelo

facto de ser frequente e muitas vezes extensa em tumores solidos e metastaticos (O’Sullivan &
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Lewis, 1994) e pela importancia da dindmica do sistema imune no microambiente tumoral
(Coussens & Werb, 2002). A infiltracéo celular linfoide foi indicada como fator relevante no
prognostico das neoplasias mamarias caninas (Kim et al., 2013a). No entanto, o seu significado
prognostico tem sido algo divergente nos varios estudos. Por um lado, primariamente, esta
sinaliza a estimulacdo da resposta imune do hospedeiro contra o processo tumoral (Ben-Baruch,
2003), tendo a sua presencga sido associada a menores taxas de recorréncia pds-cirirgica
(Gilbertson et al., 1983). Um outro estudo (Losco, 1986) concluiu que a presenca de infiltracéo
eosinofilica local em carcinomas anaplasicos se traduz num atraso na progressao tumoral,
enquanto a eosinofilia na vasculatura proximal identifica uma maior possibilidade de
disseminacdo tumoral e consequente pioria a nivel prognostico. Mais recentemente, foi
sugerido que é o equilibrio entre as respostas imunes inatas e adaptativas mediadas pelos
linfécitos que afeta a progressdo e regressdo do cancro da mama na mulher (DeNardo &
Coussens, 2007). Os linfocitos T citotdxicos provocam diretamente a morte das células
tumorais e os T helper-1 exercem efeitos antitumorais pela secre¢éo de citoquinas (Munk et al.,
1995; Moss et al., 2004; DeNardo et al., 2007). Ja os linfocitos T reguladores e T helper-2 séo
promotores do desenvolvimento tumoral pela supressdo de resposta imune antitumoral
(DeNardo et al., 2007; Johansson, Tan, Visser & Coussens, 2007; Tan & Coussens, 2007). Foi
também encontrada uma correlacdo entre o elevado grau de infiltracdo linfocitica e o subtipo
molecular, concretamente o subtipo HER-2+ na mulher (Alexe et al., 2007).

Varios estudos identificaram a infiltragdo linfocitaria como um importante biomarcador de
prognoéstico para o carcinoma mamario canino (Estrela-Lima, Aradjo & Costa-Neto, 2010;
Carvalho, Pires, Prada & Queiroga, 2011; Saeki et al., 2012). As células T CD3+ foram, em
dois estudos, correlacionadas com a capacidade de invasdo tumoral e um menor tempo de
sobrevivéncia em cadelas (Carvalho et al., 2011; Saeki et al., 2012). Num dos estudos, a
infiltracdo por células T € muito mais expressiva em tumores malignos que benignos (Carvalho
et al., 2011); no outro (Saeki et al., 2012) encontramos resultados perfeitamente antagdnicos
com uma maior expressao nos benignos. Contudo, os dois estudos sdo convergentes no que diz
respeito a andlise do prognostico quando considerados apenas 0s carcinomas malignos,
verificando-se um pior progndstico associado sempre a um maior nivel de infiltracdo linfocitica.
Adicionalmente, uma maior abundancia de células T foi associada a uma maior capacidade
invasiva do tumor (Carvalho et al., 2011, Kim et al., 2013). Para os linfécitos B, encontrou-se
uma tendéncia de ocorréncia de infiltracdo mais expressiva em tumores malignos que benignos,
apesar de ndo haver uma diferenca estatisticamente significativa (Saeki et al., 2012), e uma
maior percentagem de linfocitos B em carcinomas malignos em cées com metastases nos

linfonodos (Estrela-Lima et al., 2013). Kim (2013) verificou uma auséncia de associacdo
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significativa com a existéncia de necrose tumoral ou fendtipo molecular, assim como com o
tipo histolégico, havendo-se no entanto verificado uma infiltracdo linfocitica expressiva em
carcinomas de células escamosas, sendo a menos expressiva foi associada a carcinomas
simples. Verificou-se igualmente elevada infiltracdo linfocitica concomitante a invasdo do
sistema linfatico, a metastizacdo para os linfonodos, em tumores de grau histologico elevado,
em casos de estadio clinico avancado e associou-se no geral a uma baixa taxa de sobrevivéncia.
Estes resultados vieram realgar a associacdo entre a abundancia de linfécitos infiltrantes e a

maior progressao, agressividade, potencial metastatico e, no fundo, malignidade dos tumores.

11 8.8 Necrose intratumoral

A existéncia de necrose intratumoral estd associada a um crescimento tumoral nédo
acompanhado de desenvolvimento vascular suficiente para a promogéo de um suprimento
sanguineo adequado, resultando num processo isquémico. A presenca de necrose isquémica
é assim considerada uma medida indireta (e econdmica) da taxa de crescimento dos tumores
malignos (De Las Mulas et al., 2005). Goldshmidt e Pefia (2011) elencam os critérios mais
significativos para o diagndstico e avaliagdo de malignidade de tumores mamarios caninos,
considerando neles a presenca de areas de necrose distribuidas aleatoriamente pela
neoplasia. Nos trabalhos de De Las Mulas (2005), a necrose surge, a par do tamanho
tumoral, do grau histolégico de malignidade e da permeacdo vascular, como um dos mais
significativos fatores de mau prognostico por analise univariada, sendo superior,
inclusivamente, a metastizacdo a nivel dos linfonodos. Por anélise multivariada ndo foi
considerada um fator independente de prognostico, o que se julga justificavel pelo facto de
neste tipo de analise se considerar também o tamanho como variavel (este sim, indubitavel
fator independente de prognéstico) e estas caracteristicas estarem tdo intimamente

relacionadas.

11 8.9 Diferenciacdo mesenquimatosa

Os tumores mistos sdo um dos tipos mais comuns de tumores mamarios nas cadelas (Cassali et
al., 2012). Caracterizam-se pela exibicdo de um padrdo histologico complexo, constituido de

elementos epiteliais e mesenquimais, e tendo a capacidade de desenvolver uma transformacao
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maligna, originando carcinomas e, menos frequentemente, carcinossarcomas e sarcomas em
tumores benignos mistos (Misdorp et al., 1999; Cassali et al., 2012). Os tumores benignos
mistos séo caracterizados pela presenca de elementos epiteliais benignos (ductais ou acinares e
células mioepiteliais) e células mesenquimais com formacdo de cartilagem ou 0sso,
eventualmente combinados com tecido fibroso mixoide (Cassali et al., 2012). As células
mioepiteliais em proliferacdo podem exibir uma aparéncia fusiforme ou estrelada, estando
frequentemente circunscritas e dentro de uma matriz extracelular abundante (Cassali et al.,
2012). O diagnostico diferencial de tumores com diferenciacdo mesenquimatosa quanto a
malignidade/benignidade pode ser dificil pelo facto de um certo grau de polimorfismo e de
atipia celular serem frequentes, raz&o pela qual se recorre a técnicas de coloracao especial para
a andlise da integridade da membrana basal, o que ajuda a tomada de decisdo sobre a
benignidade ou malignidade destes tumores (Gama et al., 2003; Bertagnolli et al., 2009).
Inicialmente o termo “tumor maligno misto” foi aplicado a carcinomas que surgiam no contexto
de tumores benignos mistos. Contudo, varios autores usavam este termo para tumores mistos
em gue um ou o0s dois componentes (epitelial ou mesenquimal) eram malignos (Hampe et al.,
1974; Moulton, 1990). O termo carcinossarcoma era usado como sinénimo de tumor maligno
misto, mesmo em casos sem transformacdo maligna de um ou dos dois componentes celulares
epiteliais (Hampe et al., 1974). Na classificagdo por Misdorp et al. (1999) a expresséo “tumor
maligno misto” foi excluida e substituida por carcinoma em tumor benigno misto,
histologicamente diferente de carcinossarcoma. Atualmente o carcinossarcoma refere-se a uma
neoplasia que exibe malignidade concomitante dos componentes epitelial e mesenquimal, com
um comportamento mais agressivo que o anterior (Benjamin et al., 1999; Misdorp et al., 1999).
Nos carcinomas em tumores benignos mistos, a proliferacdo carcinomatosa pode exibir
crescimento in situ ou infiltrativo, com perda de continuidade das camadas basal e mioepitelial,
associada a invasdo do estroma pelas células neoplasicas. Aqui, a lesdo anteriormente benigna
pode ser completamente substituida por tecido carcinomatoso (Cassali et al., 2012). O estudo
fenotipico das células mioepiteliais € importante entdo no diagnostico diferencial entre estes
tipos de lesBes, mas ndo s6. A teoria atualmente mais aceite prop6e uma origem mioepitelial
para 0s componentes mesenquimais (Gama et al., 2003; Ramalho et al., 2006). A suportar esta
teoria estdo alteracdes na expressao das proteinas constituintes destas células, incluindo a perda
da expresséo de citoqueratinas, p63, SMA-a e maspina (Gama et al, 2003; Ramalho et al., 2006;
Bertagnolli et al., 2009) quando estas se transformam, havendo conservacdo do fenotipo
mesenquimal, confirmado pela presenca de vimentina e S100 nas rea¢Ges imunohistoquimicas
(Gartner et al., 1999; Gama et al., 2003). Estudos de Nieto et al. (2003) e Bertagnolli et al.

(2009) sobre o contetdo de ADN em tumores mistos mostram também similaridades entre os
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componentes epitelial e mesenquimal, reforgando esta teoria e o papel das células mioepiteliais
na metaplasia mesenquimal, bem como a possibilidade de uma origem comum para ambos 0s
componentes a partir de uma célula totipotente com capacidade de diferenciacdo divergente.

Em termos epidemioldgicos, os tumores mistos representam 50 a 66% das neoplasias mamarias
caninas (Jabara, 1960). Aparecem normalmente em animais dos 6 aos 10 anos de idade, mais
frequentemente em fémeas e nas glandulas caudais (Sittner, 1939; Cotchin, 1947; Cassali et al.,
2009; Richards, McNeil, Thompson & Reid., 2001). Dados apontam para que 0s carcinomas
em tumores benignos mistos constituam 10 a 40% dos carcinomas totais diagnosticados
(Richards et al., 2001; Cassali et al., 2009) e alguns estudos apontam mesmo este como o tipo
histologico mais frequente nas neoplasias mamarias caninas (Cassali et al., 2008; Cavalcanti et
al., 2006). Os carcinomas em tumores benignos mistos foram associados a uma sobrevivéncia
média 2 a 3 vezes superior a outros carcinomas caninos, constituindo-se como fator de
prognostico positivo e considerando-se um fator de protecdo contra o risco de morte associada
a neoplasia (Yamagami, Kobayashi, Takahashi & Sugiyama, 1996; Cavalcanti et al., 2006).
Uma explicagdo para este facto reside no padrdo expansivo de crescimento, com reduzida
invasdo linfatica e baixo indice metastatico (Misdorp, Cotchin, Hampe, Jabara & von
Sandersleben, 1972; Yamagami et al., 1996). Pensa-se que o tamanho da area carcinomatosa
incluida num tumor misto canino seja também um fator com influéncia a nivel de progndstico
(Cavalcanti et al., 2006), assim como o tipo histolégico dos componentes epiteliais do tumor.
Também por estarem inseridos numa lesdo benigna, espera-se que estas neoplasias estejam
associadas a melhores prognosticos e que 0s animais apresentem maiores taxas de

sobrevivéncia (Cassali et al., 2012).

11 8.10 Marcadores tumorais

A disponibilidade e aplicabilidade de novas metodologias vieram permitir a identificacdo de
novos fatores de progndstico que permitiram colmatar algumas insuficiéncias no
estabelecimento de um progndstico mais acurado. A identificacdo de marcadores tumorais,
além de facilitar a determinacéo de um prognostico, traz alguma luz sobre o comportamento da

neoplasia.
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11 8.10.1 Marcadores de proliferacédo

O indice de proliferacdo, determinado por marcadores envolvidos no ciclo celular tais como o
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e o Ki-67, é considerado de valor progndstico em
carcinomas mamarios na mulher (Pefia et al., 1998). Alguns autores verificaram, através de
estudos de andlise multivariada, que estes antigénios nucleares sdo Uteis para a predi¢cdo do
tempo livre de doenga e da sobrevivéncia, assumindo-se como fatores independentes de
prognostico (Pefia et al., 1998). Ambos os marcadores estdo presentes em células replicantes,
embora o Ki-67 deixe de ser expresso depois de finalizada a mitose (ndo esta presente em
células quiescentes) e 0 PCNA, de tempo de semivida mais longo e envolvido também na
reparacdo de ADN, seja também expresso em células fora da fase ativa do ciclo celular
(Misdorp et al., 1976; Pefia et al.,1998; Scholzen & Gerdes, 2000).

118.10.1.1 PCNA

PCNA ¢é uma proteina nuclear que funciona como cofator da polimerase-8, tanto na fase GO
como na fase de sintese de ADN. A concentra¢do de PCNA aumenta no fim da G1, atinge um
pico na fase S e permanece elevada durante a G2 e a fase M, sendo detetada em todas as fases
do ciclo celular devido ao longo tempo de semivida. A sua taxa de traducdo esta diretamente
associada a taxa de proliferacdo das células contudo, sendo uma proteina também envolvida na
reparacdo de ADN, a sua expressdo também pode ser induzida por outros estimulos nocivos. O
PCNA existe em maior quantidade em tumores malignos do que em tecidos provenientes de
uma glandula mamaria normal, hiperplasica e de tumores benignos (Pefia et al., 1998). Pefia
(1998) ndo encontrou nenhuma associacao significativa entre niveis elevados de PCNA e baixas
taxas de sobrevivéncia, baixo tempo livre de doenga e metastizacdo. Estes resultados foram
posteriormente corroborados (Funakoshi et al., 2006; Lopuszynski & Hellmén, 2015).

118.10.1.2 Ki-67

O Ki-67 é uma proteina nuclear ndo histonica expressa durante todas as fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2, e M), sendo rapido o desaparecimento da sua expressdo depois da mitose
(Scholzen et al., 2000). Tanto em relagdo a tumores mamarios malignos humanos como caninos

verificou-se a auséncia de correlacdo entre a expressdo de PCNA e Ki-67, o que sera atribuivel
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a esta diferenca de expressdo nas células quiescentes (Scholzen et al., 2000). Durante a interfase
0 Ki-67 pode ser detetado exclusivamente dentro do nlcleo; na mitose a maior parte encontra-
se a superficie cromossomal. O Ki-67 é um excelente marcador para a avaliagcdo do crescimento
de uma dada populacdo celular. Ao contrario do PCNA, que ndo desempenha um papel
exclusivo na replicacdo mas também na reparacdo do ADN, o Ki-67 esta funcionalmente
restrito ao seu papel de marcador de proliferacdo, o que o torna um marcador altamente
especifico (Gerdes et al., 1984). Em multiplos estudos sobre a espécie canina foi considerado
um fator independente de progndstico de metastizacao, tempo livre de doenca e sobrevivéncia
(Pefa et al., 1998; Nieto et al., 2000; Sarli, Preziosi, Benazzi, Castellani & Marcato, 2002;
Zuccari, Santana, Cury & Cordeiro, 2004; Ferreira et al., 2009). Pefia (1998) encontrou para o
Ki-67 um valor cut-off de 24%, acima do qual a probabilidade de desenvolvimento de
metastases aumentava em 99%. Verificou-se também existir uma correlacdo inversa entre a
expressao de Ki-67 e a marcacdo de recetores de progesterona (Cassali, 2000; Sennazli et al.,
2015). Quanto a relacdo com a classificacdo histoldgica existem informagdes contraditorias.
Nos estudos de Yang (2006), os carcinomas simples tubulopapiliferos apresentaram niveis de
expressao de Ki-67 superiores aos dos carcinomas sélidos, sendo os carcinomas complexos 0s
que apresentaram os maiores indices. Para Sennazli (2015) foram os carcinomas solidos e
fibrossarcomas a apresentar os maiores indices de Ki-67 (expressando igualmente as mais
baixas concentracdes de RE e RP), sendo os carcinomas complexos e 0s carcinossarcomas 0s
que apresentaram os indices menores (assim como as maiores expressoes de RE e RP). Também
para Kozakiewicz (2012) a expressdao de Ki-67 foi relacionada com a malignidade, sendo
superior nos tumores sélidos, simples e nos tumores de maior grau de malignidade e inferior
nos adenomas, a semelhanca dos resultados obtidos por Pefia et al. (1998) e Nieto et al. (2000).
Os resultados obtidos por Santos et al. (2013) concluem da necessidade de considerar a
utilizacdo deste marcador como rotina para previsao de prognostico, ja que no seu estudo a
expressdo de Ki-67 se constituiu como um fator independente de prognéstico de valor superior
a outros parametros clinicos ou histolégicos vulgarmente usados para esse efeito, tais como o
tamanho do tumor, o grau histolégico de malignidade e o tipo de crescimento. J& LopuszynskKi
e Hellmén (2015) encontraram evidéncias de que este deve ser usado apenas como uma ajuda
ao estabelecimento de um progndstico, dada a auséncia de correlacdo em analise de variancia

entre 0s niveis deste marcador e o decurso clinico da doenca.
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118.10.1.3 AGNOR

As AGNOR (Agyrophilic Nucleolar Organizer Regions - Regides Organizadoras Nucleolares
Argirofilicas) sdo proteinas nucleares que se acumulam em células muito proliferativas. Nestas
células, a quantidade de AGNOR aumenta progressivamente a partir do inicio da fase G1 e
atinge um valor maximo no final da fase S, permanecendo constante até ao fim da fase G2
(Sorenmo et al., 2011). Estas proteinas sdo particularmente interessantes pelo fato de a sua
quantidade na interfase estar relacionada com a rapidez da proliferacdo celular (Sirri, Roussel
& Hernandez-Verdun, 2000). As AGNOR foram ja implicadas no prognoéstico dos TMC, sendo
gue 0 seu aumento esta especialmente presente em tumores de comportamento maligno com
invasdo de tecidos vizinhos, estando associado a um menor tempo de sobrevivéncia pos-cirurgia
(Scholzen et al., 2000; Sarli et al., 2002; Sorenmo et al, 2011).

11 8.10.1.4 Indice mitotico

Considerando formas desenvolvidas mais recentemente de avaliacdo da proliferacéo celular em
neoplasias, como a morfometria, a citometria de fluxo e a imunohistoquimica, a contagem
mitdtica continua a ser a forma mais tradicional e simples de estimar a proliferacéo celular em
células tumorais mamarias na mulher, sendo um dos componentes de avaliacdo do sistema de
Bloom-Richardson (Bloom & Richardson, 1957; Elston and Ellis, 1991; Dutra, Azevedo Junior,
Schmitt & Cassali, 2008).

A validade da contagem ou indice mit6tico continua envolta em alguma controvérsia e ndo se
pode assumir a existéncia de um método estandardizado. Ainda assim tem contribuido para o
diagnostico, em Oncologia Veterinaria, bem como servido como indicador de prognostico
(Sarli et al., 2002). A este propoésito, e no sentido de valorizacdo deste método foram
encontradas associacdes significativas entre o indice de Ki-67 e o indice mitético por 10 e 40

campos de grande aumento (Dutra et al., 2008).

11 8.10.2 Recetores hormonais esteroides — RE e RP

Os recetores de estrogénio e progesterona fazem parte da familia de recetores nucleares de
fatores de transcrigédo, sendo ativados por hormonas esteroides como o 17p-estradiol, estrona e

estriol no caso dos primeiros e progesterona ou progestinas no caso dos segundos (Pearce &
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Jordan, 2004; De Abreu et al., 2013; Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014). As hormonas esteroides
ovaricas, estrogénio e progesterona, sdo responsaveis pelo controlo do crescimento e
desenvolvimento ductais (Thakkar, Divyesh & Mehta et al., 2011), desempenhando papéis
essenciais no desenvolvimento do tecido mamario normal e na progressao do cancro da mama
(Pearce et al., 2004). A progesterona é produzida nos ovarios e, em menor quantidade, nas
glandulas adrenais, sistema nervoso central, tecido adiposo e, no decorrer da gestacdo, pela
placenta (Abdel-Hafiz et al., 2014). A sua atividade repercute-se a nivel mamario pelo controlo
da morfogénese do epitélio luminal, pela promocdo da alveologénese através das células
estaminais e, em termos funcionais, pela supressdo da secrecdo ativa de leite. As vias de
sinalizacdo na base destas a¢des sdo maioritariamente paracrinas (Abdel-Hafiz et al., 2014).

O estrogénio exerce o0s seus efeitos bioldgicos ligando-se aos recetores de estrogénio (isoformas
REa REP e RE acoplado a proteina G) localizados principalmente no nucleo mas também no
citoplasma, aparelho de Golgi e membrana celular. A expressdo de REa ¢ necessaria para o
desenvolvimento normal da glandula mamaria verificando-se, em lesbes pré-malignas, um
aumento drastico da sua expressdo (Thakkar et al., 2011). Serd a esta isoforma que nos
reportamos quando falamos, genericamente, em recetores de estrogénio (RE). O complexo
estrogenio-RE, por vias gendmicas e ndo genomicas, esta na origem da ativacdo de processos
nucleares e extranucleares que promovem a proliferacdo celular e a diferenciacdo da glandula
mamaria (Yamaguchi, 2007). Na auséncia de estrogenio, 0 RE mantém-se inativo na forma de
molécula monomeérica ligada a chaperdes. A via genomica diz respeito a atividade
transcricional dos RE que ocorre no nucleo (também designada NISS-sinalizacdo esterdide
iniciada no nucleo). Nesta, a ligacdo da hormona ao seu recetor induz a migragdo do complexo
do citoplasma para o nucleo, a qual se segue a dimerizacdo do recetor e a subsequente ligacdo
do dimero a segmentos especificos de ADN. Este complexo dé inicio, por sua vez, aos eventos
que culminam na transcricdo de genes especificos para a regulacdo da producao proteica (Wang
et al., 2001; Dunbier et al., 2009).

A via ou atividade ndo gendmica (também designada répida), independente da transcri¢do
genética, € a atividade biol6gica mediada por recetores de estrogénio localizados no citoplasma
ou associados a face interna da membrana plasmatica (Thakkar et al., 2011). Neste caso, 0s
recetores de estrogénio podem associar-se a caveolina-1 (e formar complexos com proteinas
G), a estriatina e a recetores das tirosina-cinases (EGFR e IGF-1). Os sinais sdo transmitidos ao
nucleo através da via proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK/ERK) e da via cinase-2-
fosfoinositol (PIBK/AKT) (Zivadinovic et al., 2005; Dunbier et al., 2008). Esta via contribui

fortemente para o crescimento tumoral (Zivadinovic, Gametchu & Watson, 2005).
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Na mama normal em maturacdo, o fator de crescimento epidérmico aumenta o efeito
proliferativo do estrogenio e da progesterona induzindo a ramificacdo lateral ductal e o
desenvolvimento I6bulo-alveolar (Thakkar et al., 2011). Os membros da familia dos recetores
de fatores de crescimento epidérmico (EGFR) sdo expressos tanto em células epiteliais
mamarias normais como neoplasicas, sendo a sua sobre-expressdao nas células tumorais
preditiva, na mulher, de um mau progndstico, pela promocdo da progressao do tumor pela
invasdo, angiogénese, metastizacdo e resisténcia ao tratamento por bloqueio da apoptose
(Thakkar et al., 2011). Em tumores com niveis baixos de expressdo dos EGFR, particularmente
HER-2, os efeitos do estrogénio membranar sdo modestos. Contudo, se estes niveis forem
elevados, da ligacdo do estrogénio ao recetor extranuclear e da ativagcdo dos recetores dos
fatores de crescimento epidérmico com a consequente ativacao das suas vias de sinalizacéo,
resulta uma alteracdo significativa da via apoptética e uma diminuicdo da expressdo de
recetores de progesterona (RP) (Thakkar et al., 2011). A expressdo de RP depende da regulacédo
estrogénica, pela presenca de estradiol e da existéncia de recetores de estrogénio funcionais
(Cui et al., 2005; Thakkar et al., 2011). Os niveis de RP servem entdo como indicadores de uma
via nuclear de RE funcionalmente intacta, ajudando a prever a resposta a terapia hormonal de
uma forma mais precisa (uma vez que sdo necessarios niveis adequados de estrogénio e
recetores de estrogénio para a transcricdo de PR), servindo igualmente como indicador do nivel
de agressividade do tumor quando na presenca de tumores RE positivos (Thakkar et al., 2011).
Estudos baseados no tratamento hormonal a cadelas permitiram verificar da necessidade de um
longo periodo de tempo para o desenvolvimento da neoplasia mamaria, sugerindo que as
hormonas possam atuar como promotoras ao invés de iniciadoras do desenvolvimento dos
tumores (Fonseca & Daleck, 2000). Neste tipo de tumores estd comprovada a dependéncia de
elevadas concentra¢fes hormonais para a sua proliferacdo. Contudo, para os tumores cuja
inducdo tenha ocorrido através de um suporte hormonal, existe a tendéncia de ultrapassar esta
fase de dependéncia para uma de autonomia. Nesta fase pode-se dizer que tenha ocorrido a
perda das caracteristicas de diferenciacdo celular da linha celular de origem sendo que,
morfologicamente, as células se tornam, progressivamente, mais indiferenciadas (Fonseca et
al., 2000). Para Sartin et al. (1992) os tumores de mama caracterizados pela existéncia de RP e
RE ou mesmo apenas RE tendem a apresentar melhor prognostico que 0s que apresentam
apenas sobre-expressdo de RP, sendo 0 progndstico pior para 0os tumores sem expressao de
qualquer um dos recetores. Ja para outros autores, a ocorréncia de lesées mamarias com
subexpressdo de RE associada a sobre-expressdo de RP tem sido associada a falsos resultados
(Patani, Martin & Dowsett, 2013), considerando-se que, em existindo, estas fardo parte, na

mulher, de um subgrupo muito reduzido. A detecdo de RP em tumores com RE negativos pode
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dever-se a ocorréncia de falsos negativos para RE, a existéncia de niveis muito baixos de RE
ou, em Uultimo caso, de variantes de RE capazes de estimular a expressao de RP ndo
reconhecidas pelo anticorpo usado na técnica imunohistoquimica (Payne, Bowen, Jones, Wells,
2008). De las Mullas (2005) considera, a partir dos estudos de Barnes et al. (1998), que uma
das desvantagens dos estudos imunohistoquimicos na avaliacdo dos RE é a possibilidade da sua
ndo detecdo pela existéncia de defeitos na cascata funcional a nivel transcricional, translacional
ou pos-translacional, podendo nesse caso estimar-se a funcdo de RE, indiretamente, pela
detecdo de RP. No geral, o valor preditivo de prognéstico da positividade a recetores de
progesterona na auséncia de recetores de estrogénio € ainda controverso. Os estudos de Hefti et
al. (2013) permitiram-lhe concluir que o subtipo humano RE-/RP+ ndo € “reprodutivel”,
assumindo que a expressdo de RP ndo estara associada ao progndstico em tumores RE negativos
nem ird acrescentar informacéo relevante como fator independente de prognostico em estudos
de analise multivariada que considerem a expressdo de RE e outros fatores clinicopatoldgicos
relevantes. Chega a questionar, nomeadamente, a utilidade de se manter a analise deste
marcador em exames de rotina ao cancro da mama na mulher. Contemporaneamente, mas
contrariamente a este autor, em relacdo aos TMC, Mariotti et al. (2013) considera a presenca
de RP um fator de muito bom progndstico, como ja havia sido considerado por outros autores
(Misdorp, 1988; Flores & Castafio, 2000; De las Mulas, Ordas, Millan, Chacon & De Lara,
2004; De las Mullas, 2005; Millanta et al., 2005; Thuroczy et al, 2007).

Nesta espécie, aproximadamente 95% dos tecidos mamarios normais e 80% dos tumores
benignos apresentam concentracdes detetaveis de RE, RP, ou ambos. Em 70% dos tumores
existem ambos os tipos de recetores e a percentagem de cadelas que apresenta apenas um dos
tipos foi documentada como inferior a 20% (Donnay et al., 1995; Rutteman et al., 1988;
Millanta et al, 2005). Nos tumores malignos, de uma forma geral, a expressao dos genes que
codificam para estes recetores encontra-se diminuida, particularmente nas neoplasias de maior
grau de malignidade ou nas fases mais avangadas da doenca (Peleteiro, 1994; Millanta et al.,
2005). Em relacéo aos RP, estdo documentadas percentagens de tumores malignos positivos a
estes marcadores entre os 8% (De Las Mulas et al., 2005) e os 96% (Mariotti et al., 2013).
Considerando a expressdo de RE, os valores apresentados sdo igualmente dispares havendo, no
que concerne aos tumores malignos, percentagens nas ordens dos 10% (Geraldes, Gartner &
Schmitt, 2000), 24% (Graham, O’Keefe & Gelberg, 1999), 50% (Rutteman et al., 1988) 59%
(Sobczak-Filipiak & Malicka, 2002) e 87,5% (Nieto et al., 2000).

Apesar de nem sempre se verificarem diferencgas significativas entre os diferentes tipos
histologicos de tumores, os carcinomas simples e complexos apresentam tendencialmente uma

maior expressdo que os tipos mais indiferenciados, carcinomas sélidos ou sarcomas (De las
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Mulas et al., 2004; De las Mulas et al., 2005; Sennazli et al, 2015). Se tanto a glandula mamaria
normal como as displasias mamarias e tumores benignos tendem a apresentar niveis de RE e
RP superiores aos apresentados pelos tumores malignos, as metastases séo, no geral, negativas
para ambos os recetores (Sartin et al., 1992; Donnay et al., 1995; Nieto et al., 2000; Amorim et
al., 2008; Mariotti et al., 2013). Em varios estudos 0s niveis mais baixos de expressao de RE e
RP foram observados em tumores primarios de animais para 0s quais se verificou a
metastizacdo a distancia, sendo associadas percentagens decrescentes de imunoreatividade para
RE a uma crescente malignidade (Sartin et al., 1992; Nieto et al., 2000; De las Mulas et al.,
2005; Chang et al., 2009). Multiplos estudos associam, a uma expressao inferior destes dois
marcadores, a atipia celular, a existéncia de indices mitéticos elevados, a ocorréncia de
metastizacdo (Nieto et al., 2000; De las Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2005; Thuroczy et
al., 2007; Mariotti et al., 2013), o crescimento tumoral (Ferreira et al., 2009) a ulceracao (Nieto
et al., 2000) e uma maior atividade proliferativa por avaliacdo da expressao de Ki-67 e PCNA
(Geraldes et al., 2000; Cassali et al., 2014). Sobre a relacdo da expressao dos recetores com a
multiplicidade de tumores, 0s resultados séo varios mas contraditorios nas conclusdes (Mariotti
et al., 2005). Foram também encontradas associacGes entre a expressdo dos recetores de
estrogenio e diferentes fatores epidemioldgicos, sendo associada uma maior expressao a cadelas
mais jovens, particularmente com menos de 8 anos de idade (Nieto et al., 2000, De las Mulas
et al., 2005, Mariotti et al., 2013), ndo submetidas a esterilizacdo (Rutteman et al., 1998; Nieto
et al., 2000), com regularidade de ciclos éstricos e antecedentes de pseudogestacfes (Nieto et
al., 2000).

Os estudos destinados a verificar o valor progndstico dos recetores hormonais sédo prolificos e
permitiram que se chegasse a vérias conclusdes relevantes em estudos de sobrevivéncia. A
expressao dos RE foi considerada um fator independente de progndstico para o TLD (Rutteman
et al., 1988; Morris et al., 1998; Sartin et al., 1992; Nieto et al., 2000; De las Mulas et al., 2005)
e 0 TS (Sartin et al., 1992; Nieto et al., 2000; De las Mulas et al., 2005; Chang et al., 20009,
Sleeckx et al., 2011). A mesma avaliagdo considerando os RP de forma independente resultou
em conclus@es antagonicas em varios estudos, pelo que o valor de RP como fator de prognéstico

independente ainda € incerto (De las Mulas et al., 2005; Ferreira et al., 2009).

11 8.10.3 Marcadores basais — Citoqueratinas 5/6

As citoqueratinas sdo filamentos intermediarios proteicos (a cuja familia, além das

citogueratinas, pertencem a vimentina, a desmina e o neurofilamento) (Arai et al., 1994) tipicos
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de epitélios, essenciais para a estrutura e funcdo dos tecidos normais, que revelam uma
distribuicéo tecidual restrita (Dairkee, Ljung, Smith & Hackett, 1987). Para além de serem dos
principais componentes do citoesqueleto, sdo muito dinamicas e estdo envolvidas nas vias de
sinalizacdo intracelular (Dairkee et al., 1987; Moll, Divo & Langbein, 2008), sendo marcadores
muito sensiveis para a detecdo de células malignas de origem epitelial e constituindo-se como
uma das formas mais importantes de classificar tumores de origem desconhecida (Zuccari et
al., 2004b). Apesar de serem possiveis algumas modulacdes ao longo do processo da
carcinogénese (Laakso, Loman, Borg & Isola, 2005), o facto de estes filamentos intermediarios
serem extremamente estaveis e de existir uma grande conservacdo nas caracteristicas dos
padrdes de citoqueratinas ao longo do desenvolvimento tumoral possibilitou em muito o estudo
e a caracterizagdo da histogénese tumoral, sendo nesse contexto que as citoqueratinas
comecaram por ser mais exaustivamente estudadas (Malzahn, Mitze, Thoenes & Moll, 1998).
A maior parte dos estudos existentes sobre estas proteinas sdo, naturalmente, respeitantes a
biologia humana, e a progresséo no conhecimento destas veio trazer consecutivas conclusdes e
construgdes heuristicas que desmontaram, sucessivamente, varios paradigmas relacionados
com o tecido glandular mamério, tanto a nivel molecular como estrutural e fisiologico,
iniciando-se na histogénese, continuando-se na carcinogénese, e tendo atualmente um
reconhecido valor prognostico. Muitos conceitos foram adotados, adaptados, descartados, e
continuam a existir, na literatura, defini¢fes catacrésticas (como o termo “basal”), precisamente
pela constante reconstrucéo e remodelagdo destes.

As citoqueratinas humanas tém um grau enorme de diversidade (incluindo 54 elementos
distintos) e sdo classificadas de acordo com o seu tipo e ponto isoelétrico (acidicas ou basicas-
neutras) e a massa molecular (baixa ou elevada) (Moll et al., 2008). As de elevada massa
molecular (CK5, CK14, CK17) expressam-se preferencialmente nos epitélios estratificados,
tais como os epidermoides ou escamosos, enquanto as de baixo peso molecular (CK8, CK18)
se expressam principalmente nos epitélios simples, como os glandulares. Esta caracteristica faz
com que as primeiras se expressem preferencialmente em carcinomas escamosos ou
espinocelulares e as segundas em adenocarcinomas.

A partir das 28 semanas de vida intrauterina humana, a glandula mamaria passa a ser constituida
por duas camadas de celulas, uma populacdo celular interna luminal e uma camada externa,
justaposta a membrana basal, comummente denominada camada basal (Malzahn et al, 1998).
Apesar do sistema ductal mamario ser caracterizado por areas de grande heterogeneidade a
nivel morfoldgico e funcional, esta arquitectura pode ser considerada transversal a todo o tecido
glandular mamério, do mamilo as unidades terminais ductais. Heterogénea também, em termos

morfologicos (celulas cuboides ou fusiformes) é a camada basal em si, dependendo da
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localizagdo na “arvore” ductal ou do estado reprodutivo. Estas células podem ser distinguidas
das células basais tipicas dos epitélios estratificados pelo facto de apresentarem varias
caracteristicas das células musculares lisas (razdo pela qual se passaram a designar
mioepiteliais) (Gusterson et al., 2005).

O termo “basal” para se referir a determinada populacdo celular surgiu dos trabalhos de Moll e
colegas (1982, 1983). Em 1982, quando iniciou 0 seu estudo sobre as citoqueratinas, além de
descrever o “catadlogo” de citoqueratinas humanas em cultura de células, epitélios normais e
tumores, identificou dois grupos principais de cancros da mama, pelas diferencas a nivel de
expressao destas: simples ou estratificadas. Posteriormente (Moll, Krepler, & Frank, 1983), a
andlise desta expressdo em tumores e no epitélio normal associado veio a confirmar a existéncia
de um pequeno subgrupo de tumores mamarios com expressao das CK estratificadas, incluindo
as 5, 14 e 17. Com o aumento da disponibilidade de anticorpos mais especificos para cada
citogueratina, a identificacdo da sua distribuicdo a nivel celular tornou-se mais facil. Percebeu-
se entdo que as citoqueratinas estratificadas de elevado peso molecular (CK5 e CK14) que
formavam complexos in vivo eram expressas nas células basais de epitélios estratificados,
passando entdo a ser conhecidas como “citoqueratinas basais”. Em muitos tecidos glandulares
estas CK foram encontradas expressas em células adjacentes a membrana basal, passando a
posicdo das células e a sua expressao destas queratinas a designar a mesma populacdo de
células, sendo que por vezes o termo “basal” passou a a designar as células mais quanto a
expressao das CK que gquanto a sua posicdo de adjacéncia a membrana basal. Esta terminologia
algo catacreéstica trouxe alguma confusdo quando aplicada ao estudo de tumores mamarios por
modelos experimentais no estudo da origem celular, quer por em culturas de tecidos se poderem
modular alteragfes nas expressfes dos filamentos intermediarios quer por as expressdes das
CK5 e CK14 ndo serem restritas as células mioepiteliais (podendo, contraintuitivamente, ser
encontradas tanto numa localizacdo luminal como basal das glandulas normais) (Malzahn et
al., 1998; Gusterson, Ross, Heath & Stein, 2005; Eerola et al, 2008). Vérias publicacbes
evidenciam claramente a marcacdo de células luminais em ductos e particularmente nos
complexos ULTD (Gusterson et al., 2005). Em estudos nos quais se avaliou a expressao destas
citogueratinas (CK5, 14 e 17) em tecidos mamarios normais de mulher utilizando determinados
reagentes, verificou-se a existéncia de variacdes significativas, quer dentro da mesma mama
quer entre mamas diferentes: havendo alguns I6bulos totalmente negativos, outros mostravam
ocasionalmente células marcadas. A grande maioria da marcacgéo ocorria nas células da camada
luminal, verificando-se uma marcac¢do muito ténue das mioepiteliais. Baseando agora o estudo
em carcinomas in situ, com 0s mesmos reagentes, foi demonstrada uma positividade muito clara

nas células mioepiteliais, associadas ao crescimento e malignidade (Gusterson et al., 2005).
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Temos portanto que, sendo as citoqueratinas CK8 e CK18 expressas exclusivamente em células
luminais, o termo basal parece definir um conjunto de células que podem ou nédo pertencer a
essa camada (Malzahn et al., 1998). Outros estudos haviam ja demonstrado uma “troca” na
marcacgdo das células luminais para as mioepiteliais, numa outra proteina considerada parte da
“assinatura” basal, a anexina VIII (Gusterson et al., 2005).

Este paradigma dos dois tipos celulares (luminal/basal) ajudou a compreender e modelar com
sucesso, ao longo de muitas décadas, 0 nosso conhecimento de processos patolégicos na mama
humana. No entanto, com o decorrer do tempo e desenvolvimento de estudos, foram existindo
crescentes evidéncias cientificas a demonstrar que este modelo é demasiado simplista e que a
mama tem uma estrutura celular mais complexa, com um sistema integrado de renovacao
celular epitelial. Varios estudos (O’Hare, Ormerod, Monaghan, Lane & Gusterson, 1991;
Péchoux, Gudjonsson, Ronnov-Jessen, Bissell & Petersen, 1999; Boecker et al., 2002a; Boecker
et al., 2002b) permitiram chegar a conclusdo de que ndo s6 a CK5 é um marcador celular
mioepitelial mas também um marcador de células progenitoras nas neoplasias mamarias. De
acordo com este modelo, as células positivas as CK5 séo células progenitoras adultas que
passam por transicdes de células intermédias caracterizadas por uma duplicidade
(CK5+/CK18/8+ ou CK5+/SMA+) para produzir células luminais secretérias completamente
diferenciadas (CK18/8+) e mioepiteliais (SMA+).

Ramalho (2006), com base nos trabalhos de Lacroix-Triki et al. (2003), considera na glandula
mamaria normal 2 camadas celulares com 3 populacdes de células distintas: camada luminal,
composta tanto por células glandulares epiteliais (identificadas pelas CK 7, 8, 18 e 19) como
por células epiteliais basais (identificadas pelas citoqueratinas 5, 14 e 17 mas ndo pela SMA-a)
e a camada basal, composta por células mioepiteliais (identificadas pelas citoqueratinas 5, 14,
17, SMA-a e p63). Nas neoplasias mamarias estes trés tipos celulares podem estar limitados a
um ou dois, caracterizando tipos particulares de neoplasias (Abd EI-Rehim et al, 2004). Este
autor dedicou-se ao estudo da expressao de p63 e CK5 em tumores mamarios mistos na cadela,
verificando a existéncia da sua coexpressao em células fusiformes da componente
mesenquimatosa de tumores benignos mistos e carcinomas em tumores benignos mistos, o que
reforcou a hipotese de uma origem mioepitelial da componente mesenquimatosa em tumores
mistos na cadela. As células epiteliais basais foram também marcadas pela CK5 mas néo pela
p63, reiterando que aquela pode ndo ser um marcador exclusivamente mioepitelial mas também
basal em tumores caninos mistos. Também de acordo com estes dados, as células epiteliais
basais podem estar relacionadas com a origem da componente epitelial dos tumores mistos na

glandula mamaria canina. Em conclusdo, como os trés tipos fenotipicos celulares observados
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em glandulas mamarias normais podem ser perdidos e convertidos em novos fendtipos aquando
da transformag&o tumoral, eles podem ou ndo apresentar o teu perfil de expressao original.
Uma das diferencas entre os cancros de mama na mulher e na cadela é a maior frequéncia de
diferenciacdo mesenquimatosa nestas ultimas. E possivel que no cancro da mama, na mulher,
o fenotipo basal preserve um imunoperfil mioepitelial em contraste com os tumores mistos da
glandula maméria canina, nos quais 0 p63 representa uma origem mioepitelial do componente
mesenquimal, podendo a componente epitelial originar-se de células epiteliais basais que
exibem a expressdo de CK5. Os tumores mistos da glandula mamaria canina podem apresentar
componentes originados de células tronco comuns com uma capacidade de diferenciacao
divergente maior do que acontece no cancro da mama na mulher (Ramalho et al., 2006).

O valor prognostico das citoqueratinas pode ser avaliado tanto de uma forma isolada como de
uma forma integrada a nova abordagem (molecular) de classificagdo dos tumores mamarios.
Foi inicialmente demonstrado por Perou e colegas (2000) que a diversidade fenotipica dos
tumores mamarios se refletia numa variacdo sisteméatica correspondente em padrdes de
expressdo génica (Perou et al., 2000, Sorlie et al., 2001), verificando-se posteriormente a
existéncia de um grupo de tumores mamarios cuja assinatura de expressao genica incluia uma
elevada expressdo das queratinas basais CK5 e CK17 (Nielsen, Hsu & Jensen et al., 2004; Carey
et al., 2006; Cheang et al., 2008; Cheang et al., 2009). Estudos posteriores (Nielsen et al., 2004;
Cheang et al., 2008) vieram a identificar uma elevada especificidade e sensibilidade na
identificacdo deste tipo de tumores (denominados basais) com a inclusdo de CK5/6 e HER1 ao
painel de marcadores (RE, RP e HER-2) que permitia distinguir os restantes subtipos. O subtipo
molecular identificado foi considerado um fator independente de progndstico desfavoravel
nestes estudos. Ja bastantes anos antes da descoberta dos carcinomas de tipo basal (por analise
de microarrays de expressao genica), havia sido sugerido que certas proteinas constituintes dos
filamentos intermédios do citoesqueleto podiam ser de relevancia para o comportamento e
progndstico de carcinomas mamarios humanos sendo, concretamente, a imunoexpressdo de
citoqueratinas basais associada, ja em 1987 (Dairkee et al., 1987b) a um mau prognéstico, pela
verificacdo de recorréncia precoce e baixo tempo de sobrevivéncia (Malzahn et al., 1998; Van
de Rijn et al., 2002; Sotiriou et al., 2003; Abd EI-Rehim et al., 2004, Adriance et al., 2005;
Eerola et al., 2008). A marcacgdo positiva para as CK5/6 afirmou-se, isoladamente, a partir de
estudos de analise multivariada (Van de Rijn et al., 2002; Abd El-Rehim et al., 2004), como
fator independente de mau prognostico. Sobre a expressdo de citoqueratinas em tumores
mamarios caninos s6 mais recentemente foram surgindo mais estudos. Griffey et al. (1993)
havia contudo, ja nesta altura, descrito um fendtipo basal para os carcinomas mamarios caninos,

caracterizado igualmente pela agressividade do comportamento clinico. Desde os eventos que
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permitiram uma imunofenotipagem molecular dos tumores (que vieram permitir uma separacao
e classificagdo em grupos com assinaturas génicas e moleculares cada vez mais consistentes),
os estudos de progndstico ofereceram, de alguma forma, a primazia aos grupos moleculares em
detrimento de cada um dos seus marcadores. Nesse sentido, o valor prognéstico das
citoqueratinas aparece mais dentro dessa integracdo que isoladamente. Ainda assim, pela
importancia de que se revestem, existem alguns dados sobre as associagdes ou
interdependéncias com a expressdo de outros marcadores ou a sua relacdo com varidveis
clinicas ou histopatoldgicas. No sentido da imunoexpressao isolada das citoqueratinas em
cadela, os resultados séo altamente divergentes. No estudo de Gama et al. (2008a) a sobre-
expressdo de CK5 verificou-se em 32,4% dos 102 carcinomas analisados, no estudo de Sassi
(2010) em 10% dos 45 carcinomas verificou-se a sobre-expressdao de CK5/6 e/ou CK14 e,
finalmente, nos estudos de ORPHEO (2014), a sobre-expressdo de CK5/6 foi contabilizada em
65% dos 350 carcinomas mamarios. De varios estudos resultou a confirmacdo de os tumores
imunoreativos a CK5/6 serem na generalidade negativos para os recetores hormonais (RE e RP)
na mulher (Malzahn et al., 1998; Abd EI-Rehim et al., 2004; Nielsen et al., 2004; Eerola et al.,
2008) formando um grupo distinto daqueles que seriam mais imunoreativos ao HER-2
(Korsching et al., 2002; Nielsen et al., 2004). Verificou-se igualmente uma associacdo em
sentido direto desta sobre-expressdo com a de p53, EGFR e o indice proliferativo por Ki-67
(Malzahn et al., 1998; Korsching et al., 2002). Eerola (2008), além de confirmar estas
associacdes nos seus estudos, verificou que a expressdo das CK 5/6 estd associada
significativamente ao grau histoldégico de malignidade, corroborando resultados anteriores
(Malzahn et al., 1998; Van de Rijn et al., 2002) em que as citoqueratinas simples foram
associadas a graus histoldgicos de malignidade de | e 1l e as estratificadas a grau Il1.

11 8.10.4 Familia EGFR
118.10.4.1 HER-2

A familia dos recetores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é composta por quatro
proteinas transmembranares (HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4) que apresentam atividade
tirosina-cinase (Holbro & Hynes, 2004). Estas podem encontrar-se sob a forma de monomeros
ou dimeros, correspondendo a dimerizacao ao seu estado ativo (Gutierrez & Schiff, 2011). Para
a ativacdo do recetor é necessaria a unido de um ligando ao seu dominio extracelular ou, no
caso do recetor HER-2 (para o qual ndo existe um ligando especifico) a heterodimerizagdo com

outro membro da familia EGFR ou a homodimerizagdo. Varios fatores concorrem para a
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importancia do HER-2 nesta familia: a homodimerizacdo ocorre espontaneamente quando o
nivel de expressio do HER-2 é elevado, na heterodimerizacdo o HER-2 é o par
preferencialmente escolhido e 0 HER-2 é o membro da familia que tem uma maior atividade
de tirosina-cinase, conseguindo os dimeros do qual faz parte gerar os sinais intracelulares mais
intensos (Yarden, 2001). As vias de sinalizacdo melhor caracterizadas sdo a Ras-MAPK, PI3K-
PKB/Akt e a PLC-PKC. Os fatores de transcri¢ao ativados por estas vias sao responsaveis pela
regulacédo de varios genes envolvidos em processos celulares importantes em diferentes tecidos,
nomeadamente a divisdo, migracdo, adesdo, angiogénese, diferenciacao e apoptose (Coussens
et al., 1985). Sendo de relevancia no contexto do desenvolvimento de tecido mamario normal
é-0 também no desenvolvimento e progressao de neoplasias mamarias.

O HER-2 (c-erbB-2) foi dos primeiros proto-oncogenes estudados em amostras de tumores
mamarios invasivos humanos. A sua importancia inicial como fator de prognostico acabou por
ser ultrapassada pelo papel-chave como fator preditivo da resposta a determinadas terapéuticas,
nomeadamente ao trastuzumab (Herceptin™), um anticorpo monoclonal humanizado que
mostrou em Varios estudos melhorar as taxas de resposta, tempo de progressdo e sobrevivéncia
total a doenca (Slamon et al., 2001; Romond et al., 2005; Smith et al., 2007). Nos tumores
mamarios invasivos, a amplificacdo génica é o mecanismo predominante (85 a 90%) pela sobre-
expressdo do gene (Hoang, Sahin, Ordofiez & Sneige, 2000; Jimenez, Wallis, Tabasczka &
Visscher, 2000), tendo-se determinado que, para a mulher, a amplificacdo ou sobre-expresséo
existe em 20 a 30% de todos os tumores mamarios, relacionando-se com uma menor
sobrevivéncia, um menor periodo livre de doenca e um pior prognostico (Reis-Filho & Pusztai,
2011; Wolff et al., 2007). Em relagdo aos tumores em si, 0s que sobre-expressam HER-2 foram
associados a maior grau de malignidade, maior taxa de proliferacdo e diminuicdo da expressdo
de recetores hormonais, verificando-se uma maior resisténcia a terapia endécrina (Gutierrez et
al., 2011) e a quimioterapia. Foram também associados a um comportamento mais invasivo e a
formagdo de metéastases (Ahn & Vogel, 2012).

Em tumores mamarios caninos, a avaliacao da sobre-expressdo de HER-2, por quantificacdo de
transcrito especifico de ARN mensageiro, permitiu verificar um aumento deste em 74% dos
carcinomas malignos (Ahern et al., 1996). A sobre-expressao proteica foi também detetada por
imunohistoquimica em TMC, embora os valores de sobre-expressdo sejam muito dispares
(entre 8,3% [Gama et al., 2008?] e 40% [Singer et al, 2012]). Também em tumores benignos a
sobre-expresséo foi detetada, nomeadamente por Rungsipipat (1999) e Ressel (2013), com 50%
de 32 tumores mamarios benignos a manifestarem esta sobre-expressao no primeiro caso e
27.3% de 11 tumores no segundo. A disparidade de valores pode dever-se, como justificado

pelos autores, a falta de estandardizacdo na metodologia de preparagdo das amostras, a
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diferencas nas técnicas imunohistoquimicas e nos métodos de avaliacdo dos resultados, assim
como as diferencas nas dimensdes de amostra. Quanto & amplificagdo do oncogene, Ahern
(1996) e Rungsipipat (1999) conseguiram demonstrar a sua existéncia, ao contrério de De las
Mulas que, em 2003, ndo obteve qualquer sucesso, usando a hibridizacdo in situ (CISH). Apesar
do reconhecimento como fator de prognostico negativo nos tumores mamarios humanos
(Slamon et al., 1987; Révillion, Bonneterre & Peyrat, 1998; Rungsipipat et al., 1999; Dawood
et al., 2009), o significado da sobre-expressdo de HER-2 em cées ainda € incerto. Como tal,
continuam a ser necessarios mais estudos, com amostras de maiores dimensdes, com uma maior
estandardizacdo das técnicas de detecdo e nos critérios de classificacdo destes tumores.
Podemos, ainda assim, considerar aquilo que cada um dos trabalhos realizados nos oferece, para
que nos possamos aproximar de um conhecimento mais realistico desta afe¢do nesta espécie.

Em varios estudos, os tumores classificados como HER-2 positivos foram associados a
indicadores de mau prognostico. Ahern et al. (1996), pela avaliacdo de sobre-expressdo por
andlise de transcrito especifico de ARNm, encontrou uma correlagdo entre esta e o diagnostico
histopatoldgico de malignidade, apesar de ndo ter encontrado relacdo com a invaséo local ou
doenca metastatica regional. Também Dutra (2004) encontrou uma correlacdo muito
significativa entre a expressdo de HER-2 e o grau histoldgico, a contagem mitética e o
pleomorfismo nuclear, associando-a a agressividade tumoral em termos proliferativos. A
mesma correlacdo com o grau histolégico foi corroborada nos resultados de De las Mullas
(2003), que concluiu que os tumores positivos a HER-2 apresentavam caracteristicas ja
estabelecidas como indicadoras de mau prognostico, como maiores dimensdes, grau histologico
111, crescimento de tipo invasivo, tipo histolégico simples e auséncia de recetores hormonais
esteroides, bem como um TLD muito curto (inferior a 6 meses). No contexto de uma aplicagéo
da classificacdo dos tumores de mama da mulher, considerando a fenotipagem molecular, a
espécie canina, Gama et al. (2008a) chegaram a algumas conclus@es sobre o valor prognostico
dos tumores considerados HER-2 positivos, relacionando-os com outros fatores de progndstico
e estabelecendo comparagdes com os restantes subtipos moleculares a esse nivel. Assim, estes
tumores foram associados ao tipo histoldgico simples ou a carcinossarcomas e a elevados
indices proliferativos. Neste estudo todos os tumores com sobre-expressao de HER-2
apresentavam expressao de pelo menos um dos marcadores basais em estudo (CKS5, p63 e
Pcaderina), enquanto os tumores incluidos no subtipo Basal expressavam, na sua grande
maioria, pelo menos dois desses marcadores. Este facto vai de encontro a sugestdo, por parte
de autores de alguns estudos, de que possivelmente os tumores HER-2 serdo uma subclasse de
tumores do subtipo Basal, de prognoéstico semelhante. Os tumores HER-2 positivos surgiram

neste estudo sempre associados a um prognéstico de alguma forma intermedio entre 0s
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Luminais e os Basais. No entanto, a analise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan — Meier
veio contrariar a tendéncia das restantes variaveis analisadas, ja que os tumores com sobre-
expressdo de HER-2 se mostram associados a TLD e TS significativamente superiores aos do
subtipo Basal, quando estes se esperavam semelhantes para os dois grupos. Outros estudos
realizados neste ambito revelaram resultados que vieram antagonizar-se com os supracitados,
verificando-se um prognostico mais favoravel nos animais com sobre-expressdo de HER-2,
sendo o periodo de sobrevivéncia maior nestes do que nos que apresentavam uma expressao
normal deste marcador (Hsu, Huang, Liao, Wong & Chang, 2009).

Neste momento, podemos afirmar que os estudos existentes sdo ainda insuficientes para a
definicdo do verdadeiro valor progndstico deste proto-oncogene nos tumores mamarios

caninos.

118.10.4.2 HER-1

O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), também conhecido como HER-1, foi o
primeiro recetor transmembranario com atividade de tirosina-cinase a ser relacionado com o
cancro humano (Hynes & Lane, 2005) e a sua expressao na mama normal e na neopléasica tem
sido extensivamente estudada, dada a importancia do seu papel no desenvolvimento mamario
normal e na lactacdo. Estudos recentes mostram que a sua expressao é frequente (Nielsen et al.,
2004; Livasy et al., 2006; Reis-Filho et al., 2006; Turner & Reis-Filho, 2006) nas células basais
mioepiteliais, tendo sido considerado por alguns autores um possivel marcador destas
(Korsching et al., 2002; Nielsen et al., 2004). Apesar das variacOes existentes nos estudos
guanto a metodologia e critérios de positividade, os resultados apontam para uma sobre-
expressao de EGFR em aproximadamente 16-48% dos tumores mamarios humanos (Toi,
Tominaga, Osaki & Toge, 1994; Tsutsui, Ohno, Murakami, Hachitanda & Oda, 2002; Rampaul
et al., 2005). Esta sobre-expressao foi ja associada a propriedades bioldgicas agressivas e a um
mau prognostico clinico (Nicholson et al., 1990; Tsutsui et al., 2002; Tovey et al., 2004),
embora a sua validade como ferramenta isolada de progndstico na mulher ainda seja incerta
(Nicholson et al., 2001; Rampaul et al., 2004; Park et al., 2007). Em contraste com a abundancia
de literatura relacionada com os tumores mamarios humanos (Klijn et al., 1992; Bhargava et
al., 2005; Reis Filho et al., 2005 e 2006; Park et al., 2007), o nimero de estudos disponiveis
sobre o status de EGFR em tecidos mamarios caninos é ainda bastante limitado (Rutteman et
al., 1990; Donnay et al., 1993; Rutteman et al., 1994; Donnay et al., 1996). Nos estudos

referidos ndo se conseguiu encontrar associacdes significativas entre as concentragdes de EGFR
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e outras variaveis clinicopatoldgicas. Em alguns estudos foi encontrada uma associacgao inversa
entre a sobre-expressdo deste recetor e os recetores de estrogénio (Nerurkar et al., 1987),
enquanto noutros se encontrou uma correlagdo positiva (Donnay et al., 1993; Donnay et al.,
1996) ou nenhuma tendéncia (Rutteman et al., 1994; Santini et al., 2002). Em 2009, num estudo
de Gama et al. (2009) que pretendeu comparar carcinomas mamarios caninos com tumores
benignos, a expressédo de EGFR foi correlacionada significativamente com a malignidade em
termos histoldgicos, o tamanho do tumor e a idade do animal, sendo também associada a uma

diminuicdo de TLD e TS, embora aqui ndo significativamente em termos estatisticos.

11 8.11 BRCAL/ BRCA2, p53 € p63

As mutacdes nos genes supressores tumorais BRCAL (breast cancer type 1) e BRCA2 (breast
cancer type 2) tém sido associadas a tumores mamarios malignos de forte componente
hereditaria na mulher (Hall et al., 1990; Narod et al., 1991; Easton et al., 1995; Zhang et al.,
1998). Estes genes desempenham um papel importante na manutencdo da estabilidade
gendmica. O BRCA1 esta também envolvido na reparacdo do ADN sendo um checkpoint do
ciclo celular e um regulador da duplicacdo centrossomica (Deng & Scott, 2000). A perda destas
fungdes secundariamente a mutacdo deste gene leva a instabilidade genética bem como a
inativacdo do gene p53, eventualmente iniciando um processo de tumorigénese (Deng et al.,
2000). Em tumores mamarios da espécie canina os estudos das mutacdes BRCA tém sido
limitados a expressdo génica e os resultados tém encontrado algumas variacGes. As mutacdes
em linhas germinais, tanto de BRCA1 como de BRCA2 tém sido associadas a um aumento do
risco tumoral nos English Springer Spaniels (Egenvall et al., 2005; Rivera et al., 2009). Em
alguns estudos foi identificada a subexpressdao de BRCA1 em TMC (Nieto et al., 2003) e
noutros foi detetada a sobre-expressdo de BRCA2 em tumores metastaticos (Nieto et al., 2003;
Klopfleisch & Gruber, 2009). Hsu (2009) nao observou variagdes significativas entre 0 TS e a
variacao genética no gene BRCA2 mas as associacOes entre as caracteristicas clinicopatoldgicas
e uma variacao no exdo 11 deste gene sugeriram que estas parecem mais frequentes em tecido
tumoral mamario que no tecido normal. Yoshikawa (2015) demonstrou no seu estudo que 0s
niveis de transcritos de ARNm do BRCA2 canino estdo significativamente reduzidos em
amostras tumorais em relacdo ao tecido mamario normal, adiantando hipoteses para a forma
como a baixa expressdo de BRCA2 leva ao desenvolvimento tumoral nas cadelas. A perda da
expressao imunohistoquimica de BRCA1 néo foi correlacionada de forma significativa com o

TLD ou TS (Nieto et al., 2003). No entanto, verificaram-se correlacbes com marcadores
48



indiretos de malignidade como pobre diferenciacao tubular, elevado indice mitético, elevado
indice de pleomorfismo nuclear, elevado indice proliferativo (Ki-67) e auséncia de recetores de
estrogénio (Nieto et al., 2003).

O p53 é um gene supressor tumoral responsavel pelo controlo do crescimento celular apos a
ocorréncia de alteracbes no ADN (Queiroga et al., 2011), estando as suas mutacdes
directamente implicadas na formagéo de neoplasias, seu crescimento e progresséo (Velculescu
& El-Deiry, 1996). Estas mutacdes tém sido identificadas como das alteracbes genéticas mais
comuns na carcinogénese (Gamblin, Sagartz & Couto, 1997; Zachetti, van Garderen &
Rutteman, 2007). Nos tumores da mama estas mutacdes tém valor progndstico e estdo altamente
correlacionadas com baixas taxas de sobrevivéncia (Kim et al., 2010) tanto na mulher como na
cadela, desempenhando também, nas duas espécies, um papel importante a nivel da
carcinogénese (Muto et al., 2000; Wakui et al., 2001; Lee & Kweon, 2002; Lee et al., 2004).
Sabe-se que 0s genes BRCAL e p53 trabalham cooperativamente na inducéo de apoptose nas
células cancerigenas (Zhang et al., 1998) e, nas cadelas que apresentam tumores mamarios, foi
encontrado um aumento da expressao de p53 associado a sobre-expressdo de BRCA1 (Nieto et
al., 2003). A frequéncia de mutacdes neste gene em carcinomas mamarios caninos (20%) é
semelhante a observada na mulher (Lee et al., 2004; Kim et al., 2010).

O p63 é um gene pertencente a familia do gene p53 que, apesar de ndo se considerar
unanimemente um gene supressor tumoral, esta envolvido na regeneracdo das células tronco,
(Queiroga et al., 2011) estando implicado em funcdes celulares que vao desde a apoptose a
diferenciacédo celular (Ramalho et al., 2006). Pelo seu papel como marcador de células tronco
e mioepiteliais, tem sido extensamente estudado no ambito da histogénese de neoplasias
humanas e TMC (Gama et al., 2003), tendo-se verificado a sobre-expressdo em varios tipos de
tumores mamarios (particularmente em células epiteliais basais), e ndo se descartando a
possibilidade de agir como promotor tumoral sob determinadas condicBGes patoldgicas
(Queiroga et al., 2011). Em humanos encontra-se sobre-expresso no fenotipo basal dos
carcinomas mamarios, o que suporta o seu papel na diferenciacdo e controlo de crescimento em

epitélios estratificados (Queiroga et al., 2011).

11 8.12 Cox-2

Alguns estudos correlacionam a elevada expressdo da ciclooxigenase-2 (Cox-2) com a
malignidade histoldgica, o aumento da capacidade proliferativa das células neopléasicas, a

diminuig&o da taxa apoptotica e a neovascularizagéo, fatores favoraveis ao desenvolvimento do
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potencial das células tumorais, estando também inversamente relacionada com a sobrevivéncia
(Ferguson, 1985; Nieto et al., 2000; Lavalle et al., 2009).

11 8.13 Subtipos moleculares- Uma nova classificacao

11 8.13.1 Classificagcdo molecular na mulher

No capitulo respeitante a carcinogénese, 0 que primeiramente se tentou enfatizar para a
compreensdo do processo foi a importancia de abandonar a perspetiva de o cancro se tratar de
uma doenga apenas. Historicamente, o cancro de mama na mulher foi considerado uma doenca
singular, apesar de com evidentes varia¢fes a nivel de caracteristicas histopatoldgicas e de
respostas a tratamentos sistémicos (Reis-Filho & Pusztai, 2011). A sua heterogeneidade
compreende numerosas entidades distintas com caracteristicas bioldgicas diversas e
correspondente diversidade a nivel de comportamentos clinicos (Weigelt & Reis-Filho, 2009;
Weigelt, Baehner & Reis-Filho, 2010; Weigelt, Geyer & Reis-Filho, 2010) evidenciando uma
multiplicidade de doencas. As diferencas entre elas, afetando o mesmo 6rgao anatomico,
incluem fatores de risco, apresentacdes clinicas, caracteristicas patologicas, respostas a terapias
e desfechos clinicos (Weigelt et al., 2010b). Para além da heterogeneidade entre pacientes ou
entre tumores, a heterogeneidade intratumoral traz um incremento a esta complexidade, que se
deve a diversidade subclonal resultante de variagdes a niveis genéticos e epigenéticos,
expressao de marcadores proteicos e estados de diferenciacao entre diferentes subpopulacdes
celulares (Norum, Andersen & Sorlie, 2014; Staaf & Ringnér, 2015). Este tipo de
heterogeneidade inclui ainda o microambiente e a diversidade das populacgdes celulares que
refletem niveis mdltiplos de envolvimento de varios processos biol6gicos, tais como a
angiogenese e resposta imune (Staaf et al., 2015).

Foi nos anos 70 que, pela primeira vez, o cancro da mama comegou a ser dividido em dois
grupos, pela percecdo da distingdo de caracteristicas clinicas de cada um dependendo da
expressao de recetores de estrogénio (RE) (Reis-Filho et al., 2011). Ja em 1985, a publicacdo
do trabalho de Coussens et al. (1985) revelou a identificacdo do oncogene Neu (c-erbB-2), e
rapidamente se percebeu a sua importancia como fator de prognostico e potencial alvo de
imunodiagndstico e imunoterapia (Maguire & Greene 1989; Maguire & Greene, 1990;
Toyoshima, 1990). Anteriormente, a avaliacdo dos tumores mamarios de acordo com o grau e
tipo histologico havia vindo a permitir a utilizacdo de algoritmos de prognostico e a
determinacéo e adequacao de terapéuticas per se (Mook et al., 2009; Schmidt et al., 2009). Com

as ferramentas disponiveis, a frustragdo gerada pela evidéncia de inadequacédo de tratamentos
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as pacientes e a existéncia de uma larga margem de imprevisibilidade de resposta a esses
tratamentos terd servido como motor para 0 progresso no entendimento desta doencga, tdo
devastadora e tdo indesvendavel ainda.

As decisOes de tratamento sdo ainda muito baseadas em critérios histopatologicos “classicos”
como o tamanho do tumor, o grau e tipo histolégico, o envolvimento metastatico dos
linfonodos, a infiltracdo linfoide, mas cada vez mais se foi alargando o espectro de critérios a
avaliar, como a expressdo de recetores de estrogénio, progesterona e do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER-2). Estes parametros foram desde sempre incorporados nas
Guidelines de St. Gallen (Goldhirsch et al., 2009; Goldhirsch et al., 2011; Curigliano et al.,
2013; Goldhirsh et al, 2013; Untch et al., 2013), destinadas a fornecer recomendagdes racionais
para personalizar a abordagem terapéutica em cada paciente (Schmidt et al., 2009).

Foi na viragem do século que, com a publicacdo de estudos seminais relativos a identificacao
de perfis de expressdo genética baseados em técnicas de microarray (Perou et al., 2000, Sorlie
et al., 2001), se assistiu a uma mudanca de paradigma, com a redescoberta da complexidade e
heterogeneidade dos tumores mamarios a um nivel molecular (Colombo, Milanezi, Wiegelt &
Reis-Filho, 2011). Esta mudanca conceptual veio trazer uma nova forma de estratificar os
pacientes para a escolha de decisdo terapéutica (Pusztai et al., 2008), deixando de considerar
como determinantes os fatores de progndstico anatdbmicos mas antes as caracteristicas
moleculares intrinsecas dos tumores, e de uma forma mais integrada (Reis-Filho et al., 2010;
Weigelt et al., 2010). No primeiro trabalho relativo ao estabelecimento dos “retratos”
moleculares de cancros mamarios humanos, Perou et al. (2000) comecou por partir do
pressuposto de que a diversidade fenotipica deveria ser acompanhada por uma diversidade
correspondente de expressdo de padrbes de genes, e que este conhecimento permitiria
estabelecer uma base para uma nova e melhorada taxonomia dos tumores mamarios. Foi
realizada a andalise por microarray de ADNc a diversos tecidos mamarios de diagndsticos
histopatoldgicos variados e definida uma lista de genes “intrinsecos” (genes que variavam
maioritariamente entre tumores de pacientes diferentes ao invés dos que variavam dentro dos
mesmos tumores ou mesmo paciente) agrupando-os por um método hierdrquico de
agrupamento, baseado na similaridade do padrdo com que a sua expressao variava no conjunto
das amostras. Desta forma chegou-se a trés conclusfes ou evidéncias principais. Primeiro, que
0s tumores mostram grandes variacdes nos seus padroes de expressao genética. Segundo, que
esta variacdo é multidimensional, isto é, ha padrdes independentes de variagdes em diferentes
grupos de genes. Terceiro, que estes padroes manifestam uma ordem pervasiva que reflete as
relagcbes entre os genes, as relagdes entre os tumores e conexdes entre genes especificos e

tumores especificos. Além de reveladas novas similaridades e diferengas dentro dos tumores,
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esta revelagdo de “retratos” moleculares veio abrir caminho a novas interpretacdes a nivel
biolégico (Perou et al., 2000). As correspondéncias encontradas entre 0s niveis de expressao
dos genes selecionados e as caracteristicas tumorais que se sabia estarem de alguma forma
relacionadas com alguns deles e, em geral, com os restantes genes do grupo a que pertenciam,
vieram validar os dados do estudo. Da andlise a expressdo dos referidos genes “intrinsecos”
resultou uma divisdo surpreendente das amostras em dois subgrupos principais, sendo que 0s
dois ramos do dendrograma as separavam em tumores que eram clinicamente descritos como
RE positivos ou RE negativos (em concordancia com a divisdo ja feita nos anos 70 com base
nas caracteristicas tumorais). Os tumores do grupo RE+ caracterizavam-se por uma expressao
relativamente alta de varios genes expressos pelas células luminais da mama, associacao esta
corroborada posteriormente por anélise imunohistoquimica usando anticorpos anti-queratinas
luminais (CK8/18). Neste grupo, de forma geral, ndo se verificava sobre-expressdo de HER-2.
Da mesma forma, muitos dos genes caracteristicos das células basais foram expressos em
tumores que marcavam positivamente, por imunohistoquimica, as citoqueratinas basais 5/6, 17
ou ambas. Nestes, ndo havia a expressao de RE ou da maioria dos genes com eles coexpressos.
A sobre-expressdo do oncogene HER-2 mostrou-se também associada a elevada expressdo de
um grupo especifico de genes, o que permitiu identificar um outro subtipo tumoral. Estes
tumores apresentavam niveis baixos de expressdo de RE e dos genes associados a sua
expressao, trago que partilhavam com os tumores do tipo Basal. A partir destes dados, foram
primeiramente identificados 4 grupos de tumores que poderiam estar relacionados com
caracteristicas moleculares distintas da biologia epitelial mamaria: RE+/tipo Luminal, tipo
Basal, HER-2+ e Normal, sendo que o carcinoma RE negativo incluia dois subtipos distintos
de tumores, os Basais e 0s HER-2+. O mesmo grupo de investigadores, agora liderado por
Sorlie (2001), usando os mesmos métodos de analise de amostras, veio confirmar os resultados
obtidos anteriormente e, adicionalmente, pelo aumento do tamanho da amostra, a demonstrar
uma subsequente divisao do grupo luminal/RE+ em pelo menos dois grupos possiveis: Luminal
A e B. O primeiro apresentava uma maior expressdo do gene RE-o enquanto o segundo
apresentava uma expressdo baixa a moderada dos genes especificamente luminais, incluindo
do RE. Neste trabalho pretendeu-se também fazer correlacGes entre 0s grupos tumorais
encontrados e os decursos clinicos. Os subtipos Basal e HER-2 positivo foram associados a
menores TLD e TS. Em relacdo a sobre-expressdao de HER-2, o seu valor como fator de
prognostico era ja bem conhecido a data e veio a ser confirmado. Também o subtipo Basal se
considerou uma entidade clinica distinta, associada a uma elevada frequéncia de mutacfes em
p53. Descobrir que os tumores que expressavam RE eram de um progndstico relativamente

favoravel, apesar de se conhecer o estradiol como um potente mitogénio nas células com
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recetores positivos, veio enfatizar a problematica de correlacionar diferentes parametros e
extrapolar o conhecimento da fung&o bioldgica de um Unico fator para o seu valor progndstico.
Houve vérios trabalhos posteriores a confirmarem estes subtipos moleculares pela mesma
técnica (Sorlie et al., 2003; Hu et al., 2006). Tendo-se percebido claramente a importancia da
determinacédo dos subtipos tumorais a partir das suas caracteristicas moleculares, e sendo este
método original de determinacdo (microarrays de ADNc) moroso, dispendioso, e exigente
quanto a necessidade de condigcfes estandardizadas, os estudos subsequentes procuraram
correlacionar estes subtipos moleculares com os subtipos imunohistoquimicos, ja que para a
determinacéo destes os métodos seriam muito mais praticos e expeditos num contexto clinico.
Assim, Nielsen et al. (2004) fez uso destas técnicas para categorizar 0s tumores mamarios,
tendo especial interesse nos de subtipo Basal, testando-os para padrGes proteicos
caracteristicos, examinando a sua significancia por microarrays e fazendo uma avaliacdo de
prognostico. Assim, qualquer tumor positivo para HER-2 (forte coloracdo da membrana) seria
colocado no subtipo HER-2+, qualquer tumor HER-2 negativo ou baixo e RE positivo seria
colocado no subtipo Luminal, qualquer tumor simultaneamente negativo para os dois
marcadores mas positivo para pelo menos um dos marcadores CK5/6 e HER-1 seria colocado
no subtipo Basal e finalmente, qualquer tumor negativo para todos os 4 marcadores seria
colocado no subtipo Negativo. A expressdo de HER-1, ndo sendo este um marcador especifico
dos tumores Basais como as CK 5/6, pelo facto de existir em bastantes tumores Basais foi,
guando combinada com a de outros marcadores, considerada de grande utilidade na
identificacdo deste subtipo. Destes estudos resultou uma boa correlacdo entre o subtipo Basal
por métodos imunohistoquimicos e por expressao génica, confirmando-se também por esta
técnica um muito pior prognostico que do subtipo Luminal.

Em 2006, Carey subcategorizou os subtipos definidos imunohistoquimicamente em Basal, se
negativo para RE, RP e HER-2 e positivo para CK5/6 e/ou HER-1, HER-2+/RE- se negativo
para RE e RP e positivo para HER-2, Luminal A se positivo para RE e/ou RP e negativo para
HER-2 e Luminal B, se positivo para RE e/ou RP e HER-2. Os tumores negativos para 0s 5
marcadores foram considerados N&o-Classificados. Aqui, foi ao grupo HER-2+/ER- que
correspondeu o pior progndstico, seguido do subtipo Basal. Os estudos diferenciam-se no facto
de Nielsen ter usado exclusivamente a positividade de HER-2 para critério de incluséo no grupo
“HER-2” e Carey ter considerado simultaneamente a negatividade de RE, havendo uma
categoria separada para os tumores HER-2+ e RE+ (Luminal B). Considerando os estudos
moleculares originais, o subtipo Luminal B consistia também da expressao simultanea dos dois

marcadores moleculares.
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Em 2008, Cheang et al. propuseram-se a encontrar o melhor painel de marcadores
identificativos dos tumores de tipo Basal. A altura, estes eram com frequéncia identificados
clinicamente como Triplos Negativos, pelo facto de ndo apresentarem marcagdo
imunohistoquimica para RE, RP ou HER-2. Este estudo veio a confirmar, por comparacao de
significancia de prognostico (estudos de sobrevivéncia), os resultados anteriormente obtidos no
estudo de Nielsen (2004) que haviam j& encontrado uma especificidade de 100% e uma
sensibilidade de 76% na identificacdo de tumores Basais com a inclusédo de CK5/6 e HERL,
pertencentes a uma categoria diferente dos Triplos Negativos. Tanto a sub-tipificacdo molecular
dos tumores mamarios desta forma veio a revelar-se como um fator independente de
progndstico, como a inclusdo dos marcadores supracitados na identificagdo do subtipo Basal
resultou numa identificacdo melhorada de um grupo de alto-risco, cujo resultado/desfecho
clinico se coaduna mais intimamente com o expectavel pelos perfis de expressao génica.

Em 2009, o mesmo autor partiu da classificacdo que identificava os 5 grupos principais Luminal
A, Luminal B, HER-2 positivo, Basal e subtipo Normal, levando em linha de consideracéo o
seu valor prognostico e considerando, basicamente, os marcadores supracitados, para melhor
identificar ou distinguir os subtipos Luminais A e B. Partindo das evidéncias dos tumores
Luminais B corresponderem a tumores de pior prognostico que os Luminais A, 0s autores
consideraram a existéncia de uma lacuna no que dizia respeito a um consenso num painel de
marcadores de expressdo a serem avaliados por IHQ. Assim, mesmo considerando-se que, de
facto, alguns tumores do subtipo Luminal B poderiam ser identificados pelo nivel de expressédo
de HER-2, assumiu-se (de evidéncias oriundas ja do primeiro estudo publicado por Perou) que
0 que melhor caracterizava cada um destes grupos era a “proliferation signature”, que incluia
a maior expressdao de genes como CCNB1, MKI67 e MYBL2 nos Luminais B. Dada a
disponibilidade recente de anticorpos monoclonais de coelho para o Ki-67 (codificado por
MKI167), foi proposta a utilizacdo deste como um biomarcador de diferenciacdo, tentando-se
chegar a um valor de cut-off para incluir num ou noutro grupo. O subtipo Luminal A foi entdo
definido como RE ou RP positivo, HER-2 negativo e de baixo indice de Ki-67 (<14%); o
Luminal B como RE ou RP positivo, HER-2 negativo e com elevado indice de Ki-67 (>14%).
Os tumores com RE ou RP positivos e HER-2 positivos foram considerados como um terceiro
grupo de Luminais (Luminal HER-2) positivo pelo facto de a eles se poder aplicar outro tipo
de tratamento (direcionado naturalmente ao HER-2). Em 2011, o 12th St Gallen International
Breast Cancer Conference Expert Panel adotou uma nova abordagem para a classificagdo de
tumores, baseada nos subtipos bioldgicos que tinham vindo a ser demonstrados (Goldhirsch et
al., 2011) e considerando os resultados de Cheang et al. (2008, 2009). Sendo que se pretendia

chegar a um consenso a nivel terapéutico, esta classificagdo “simplificada” foi considerada
54



suficiente para guiar as escolhas terapéuticas. Nesse sentido, a classificacdo foi feita
considerando apenas a determinacgédo de RE, RP, HER-2 e Ki-67, ndo incluindo a de HER-1 ou
CKb5/6 para a classificacdo do subtipo Basal, considerando antes o grupo genérico “Triplo-
Negativo”. Em 2013, na reunido subsequente (Goldhirsh et al, 2013; Untch et al., 2013) o
mesmo grupo procedeu a algumas alteracdes nas guidelines de tratamento, mas mantendo
sensivelmente a mesma classificagdo de acordo com a expressao de marcadores moleculares.
Para a distingdo IHQ dos tumores Luminais foram considerados os trabalhos de Prat et al.
(2013) que havia proposto a definicdo dos Luminais A como RE positivos, HER-2 negativos,
com um indice de Ki-67 <14% e RP> 20% (considerando-se os valores destes ultimos como
valores de diferenciacdo, quanto a taxa de expressdo qualitativa elevada ou baixa, para 0s
restantes grupos). Os luminais B séo dicotomizados em dois grupos, os Luminais B-HER-2
positivos (RE positivo e HER-2 sobre-expresso ou amplificado, independentemente dos
resultados quanto a Ki-67 e RP) e os Luminais B-HER-2 negativos (RE positivos, HER-2
negativos e um dos seguintes: Ki-67 elevado ou RP negativo ou baixo). Os tumores de subtipo
HER-2 sdo definidos, coerentemente, pela sobre-expressédo de HER-2 e auséncia de RP e RE.
Finalmente, a semelhanca do que acontecia na classificacdo anterior, o subtipo Basal é
considerado o grupo dos tumores Triplo Negativos, definindo-se pela auséncia de RE e RP bem
como de HER-2.

Apesar de terem sido feitas muitas alteracGes a classificagdo original de Perou (2000) e Sorlie
(2001), atualmente pode-se falar consensualmente em 4 subtipos moleculares de cancro
mamario (Staaf et al., 2015): Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo e Basal. Segue-se entdo
uma breve descrigdo da classificagdo molecular correntemente considerada na Mulher, baseada
nas revisdes de Eroles et al. (2012), Norum et al. (2014) e Staaf et al. (2015)

A) Luminal A: considerado o subtipo mais comum, representa 50-60% do total de tumores
mamarios. Caracteriza-se pela elevada expressdo de genes ativados pelo fator de transcri¢do
RE, tipicamente expressos no epitélio de revestimento do limen dos ductos, pela sobre-
expressao dos fatores de transcricdo GATA3, FOXAL e XBP1 e das CK luminais 8 e 18. Tém
uma taxa de mutacéo relativamente baixa mas um espetro alargado, sendo que 0s genes mais
frequentemente mutados sé&o PIK3CA, GATA3 e MAP3K1. Os cromossomas S&0
frequentemente diploides com aberracdes a nivel do brago cromossomico (ganho de 5,8 e 1q e
perda de 18 e 16). A ciclina D1 é frequentemente sobre-expressa. O perfil imunohistoquimico
é caracterizado pela expressdo de RE, RP, CK8/18 e Bcl-2, auséncia de expressdo de HER-2 e
uma baixa taxa de proliferagéo celular (Ki-67 <14%). Os carcinomas lobulares in situ sdo

geralmente deste subtipo assim como a maior parte dos carcinomas lobulares infiltrativos.
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Geralmente o grau de malignidade € baixo e 0s pacientes apresentam um bom prognostico, com
uma taxa de recidiva de 27.8% (significativamente mais baixo que restantes subtipos) e um
maior tempo de sobrevivéncia (2,2 anos). O padrdo de metastizacdo € distinto, com a maior
incidéncia a nivel ésseo (18,7%) e uma incidéncia no sistema nervoso central, figado e pulméo

inferior a 10%.

B) Luminal B: os tumores com este perfil molecular representam 10 a 20 % dos tumores
mamarios. Nos tumores Luminais existe um gradiente de expressao de RE e o subtipo Luminal
B encontra-se na extremidade de menor expressdo destes e de outros genes regulados pelo
estrogénio. Estes tumores sdao mais proliferativos, sendo esta a principal diferenca bioldgica
entre este subtipo e o Luminal A, com um aumento acentuado da expressdo de genes de
proliferacdo (Ki-67, Ciclina B1) e, numa proporcao destes, também da expressao de EGFR e
de HER-2. A aneuploidia é mais frequente, sendo frequentes também as mutacdes nos genes
p53 e PIK3CA assim como alteracdes que afetam as vias de MAPK. O perfil imunohistoquimico
caracteriza-se pela expressdo de RE e auséncia de expressdao de HER-2 (semelhante a Luminal
A mas com o Ki-67> 14% a diferencia-los) ou expressdo conjunta de RE e HER-2.

Os tumores Luminais B caracterizam um fenotipo de pior prognéstico. O TS meédio apds a
recidiva é de 1,6 anos sendo os locais mais comuns de metastizagdo os 0ssos (30%) e o figado
(13,8%).

C) HER-2-positivo: corresponde a 15 - 20% dos tumores mamarios malignos. Caracterizam-se
por uma elevada expressao do oncogene HER-2 assim como outros genes associados as vias de
HER-2, incluindo GRB7, MED24 and MEDL1 e genes relacionados com a proliferagéo celular.
Morfologicamente estes tumores sdo altamente proliferativos, sendo que a 75% deles
corresponde um grau histologico elevado e em mais de 40% existem mutacGes no gene p53.
Estes tumores sdo tipicamente negativos para a expressdo de genes epiteliais, mostrando
elevados niveis de rearranjos aberrantes cromossomicos a nivel do brago cromossémico 17912.
O perfil imunohistoquimico, caracterizado pela sobre-expressdo de HER-2 e auséncia de
expressdo de RE e RP, ndo corresponde perfeitamente ao tipo intrinseco, ou seja, apesar de a
maioria (80%) dos cancros HER-2 definidos por microarray terem amplificacdo do gene ou
marcagdo 3+ por imunohistoquimica (Rouzier et al., 2005) nem todos com amplificacdo de
HER-2 caem no grupo HER-2+ por analise de expressado de arrays. Ha um nimero significativo
de tumores com amplificagdo do gene HER-2 que, sendo RE positivos, caem antes no subtipo
Luminal B em vez de no HER-2+ (Rouzier et al., 2005; Parker et al., 2009). De um ponto de

vista clinico, este subtipo caracteriza-se por apresentar um mau prognoéstico apesar de, na Gltima
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década, os tratamentos anti-HER-2 terem vindo a melhorar substancialmente a sobrevivéncia,

tanto em casos de recorréncia como nos estadios iniciais.

D) Basal: representa 10 a 20% do total dos tumores mamarios humanos.

A designacdo deriva do facto de expressarem genes geralmente presentes nas células
mioepiteliais do tecido mamario normal, incluindo CK5, CK17, Pcaderina, caveolina 1 e 2,
nestina, CD44 e EGFR. Estes tumores tém uma taxa elevada de muta¢Oes nos genes p53,
BRCAL e BRCA2, o que se relaciona com a maior agressividade e pior progndstico, verificando-
se também frequentemente a aneuploidia. Clinicamente, caracterizam-se pelo aparecimento a
uma idade precoce, predominantemente em mulheres africanas, apresentando dimensdes
consideraveis a altura do diagnostico, elevado grau de malignidade e frequéncia elevada de
metastizacao regional. Tendem a ocorrer frequentemente nos carcinomas ductais infiltrativos,
caracterizando-se por um elevado indice mitotico, existéncia de necrose tumoral, expansao de
margens e uma clara resposta linfocitica estromal. O padrdo metastatico é muito agressivo com
predominancia de 6rgéos viscerais, principalmente pulméao, sistema nervoso e linfonodos. Uma
das caracteristicas mais relevantes em termos de identificacdo é a auséncia de expressdo dos
trés recetores chave no cancro da mama: RE, RP e HER-2, dai que seja muitas vezes designado
“Triplo-Negativo”. No entanto, “Triplo-Negativos” e “Basais” ndo sdo exatamente
correspondentes, verificando-se uma discordancia de 30% entre estes dois grupos. Para a
identificacdo de tumores do subtipo Basal por IHQ chegou-se a selecdo de um painel de
marcadores que permite classificar este subtipo com uma especificidade de 100% e uma
sensibilidade de 76%. O perfil imunohistoquimico caracteriza-se por RE-, RP-, HER-2-,
EGFR+ e/ou CK5/17+. O prognostico deste subtipo é mais desfavoravel que o dos Luminais,

com uma taxa de recidiva muito elevada nos primeiros 3 anos.

11 8.13.1.1 Sub-tipificagdo molecular moderna

Em 2009, pelo uso de ferramentas estatisticas, a sub-tipificacdo molecular foi aperfeicoada
atraves da utilizacdo de um conjunto mais pequeno de genes (50 ao invés dos 500 iniciais) para
a construcdo de um classificador que se designou PAM50 (Prediction of Microarray 50 genes)
(Parker et al., 2009). Foi desenvolvido igualmente um modelo de progndéstico com um score de
risco de recorréncia que utiliza a informacdo dos subtipos moleculares, individualmente ou
articulada com informacéo clinica, para estimar o prognostico ou a eficacia de quimioterapia.

O PAMS50 estd agora disponivel como uma ferramenta de estudo estandardizado chamada
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Prosigna™ Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay e recebeu recentemente a
aprovacdo da FDA (Food and Drug Administration) como meio de determinacdo do risco de
recorréncia aos 10 anos para as mulheres em pds-menopausa com tumores positivos para
recetores hormonais em estadio | ou Il da doenca (com ou sem metastases nos linfonodos). O
PAMS50 ja provou a sua superioridade como ensaio em relacao aos estudos baseados em IHQ e
outras ferramentas baseadas na expressdo génica e continuam a ser publicados estudos que
demonstram o seu impacto preditivo e de prognostico em condicdes clinicas (Dowsett et al,
2013; Sestak et al., 2013; Gnant et al., 2014; Prat et al., 2014). Apesar de atualmente esta
classificacdo ser principalmente usada como base para uma selecdo terapéutica, tendo sido
recentemente aprovada a comercializagdo desta ferramenta tanto nos Estados Unidos como na
Europa, espera-se que a utilidade dos subtipos intrinsecos dos tumores mamarios venha

rapidamente a ter novas utilidades (Staaf et al., 2015).

11 8.13.2 Classificagdo molecular na cadela

Partindo das semelhancas ja extensamente mencionadas ao longo desta tese entre os tumores
mamarios na mulher e na espécie canina, a abundancia de descobertas relacionadas com a
caracterizacdo destes na mulher trouxe um novo félego a investigacdo dos tumores mamarios
na cadela, no sentido de verificar a robustez da comparacgdo entre estas entidades nas duas
espécies e se proceder a uma adaptacao da taxonomia usada na mulher. Também no destrincar
da biologia tumoral da cadela estd a base da investigacdo de fatores de progndstico, novas
estratégias de terapéutica e, em Uultimo caso, a abertura de novas possibilidades de
desenvolvimento de estudos na area da Oncologia Comparada.

Gama et al. (2008a), com o objetivo de identificar os subtipos fenotipicos no cancro mamario
canino e analisar possiveis implicacGes clinicas desta classificacdo, propds-se a fazer uma
analise imunohistoquimica a 102 casos de tumores mamarios caninos baseada num painel
anteriormente proposto (Matos, Dufloth, Alvarenga, Zeferino & Schmidt, 2005) de marcadores
moleculares para a espécie humana: RE, HER-2, CK5, p63 e Pcaderina. A estes somou 0
marcador Ki-67, com o objetivo de analisar os indices proliferativos. A classificacdo de cada
tumor baseou-se na de Nielsen (2004) para a mulher, ja descrita, e os resultados permitiram a
classificagdo em 4 grupos distintos de interesse. Em termos quantitativos os grupos Luminal A
(RE+, HER-2-, Pcaderina e/ou p63 e/ou CK5 +/-) e Luminal B (RE+, HER-2+, Pcaderina e/ou
p63 e/ou CK5 +/-) compreenderam, respetivamente 44,8% e 13,5% dos tumores; o subtipo

Basal (RE-, HER-2-, Pcaderina e/ou p63 e/ou CK5 +) compreendeu 29,2%, e o subtipo HER-2
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positivo, definido como o subtipo de tumores com sobre-expressdo de HER-2, (ER-, HER-2+,
Pcaderina e/ou p63 e/ou CK5 +/-) compreendeu 8.3%. Considerou-se um fenétipo Nulo ou
Negativo para 0s tumores que ndo apresentaram imunoreatividade para qualquer marcador,
correspondendo a 4,2% da totalidade dos tumores analisados.

Os tumores do subtipo Luminal A foram associados significativamente a carcinomas do tipo
complexo, de grau histoldgico baixo, de baixo indice proliferativo e de comportamento pouco
invasivo. Em termos imunohistoquimicos, estes tumores apresentaram-se simultaneamente
negativos para os trés marcadores basais (CK5, p63 e Pcaderina). Os tumores incluidos nos
subtipos Basal e HER-2 positivo foram associados a carcinomas de células de tipo simples ou
carcinossarcomas de elevado grau histoldgico (com os Basais a representar cerca de 55,6% dos
tumores de grau I11), com permeacdo vascular e elevados indices de proliferacdo. Os tumores
do subtipo Basal, ao contrario do subtipo Luminal, expressaram muito frequentemente dois ou
trés dos marcadores basais simultaneamente, caracteristica partilhada pelos do subtipo HER-2
positivo embora a um nivel inferior.

As analises de sobrevivéncia permitiram também distinguir estes subtipos, com o Basal
associado a um pior desfecho clinico que os Luminais (menor TS e TLD), havendo
concordancia em relacdo ao que estd documentado para a mulher (Sorlie et al., 2001; van de
Rijn et al., 2002; van’t Veer et al, 2002; Sorlie et al., 2003). Ja em relacdo ao subtipo molecular
HER-2 positivo, apesar de este se relacionar com tumores de maior dimenséo, maior grau de
malignidade e indices de proliferacdo mais elevados, as cadelas apresentaram uma evolucao
clinica mais favoravel que qualquer outro subtipo, contrariando os resultados obtidos para a
mulher, de acordo com 0s quais 0 progndstico para este tipo de tumor é semelhante ao do tipo
Basal (Perou et al., 2000, Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003). A autora justifica este resultado
com o numero reduzido de tumores classificados neste subtipo.

Em 2010, surgiu um novo estudo, liderado por Sassi, com o objetivo de aplicar um painel
imunohistoquimico com algumas varia¢cdes ao de Gama (2008a) para efetuar a classificacdo
molecular, verificar as suas correlagdes com o grau de invasao e o grau histologico e averiguar
a sua contribuicdo progndstica na pratica clinica veterinaria. Este painel consistiu em 5
marcadores moleculares: RE, RP, HER-2, CK14 e CK5/6. Os subtipos moleculares foram
definidos como Luminal A (RE ou RP +, HER-2-), Luminal B (RE ou RP +, HER-2+), HER-
2 positivo (RE ou RP -, HER-2+), Basal (RE, RP e HER-2-, CK5/6 ou CK14 +) e Né&o-
classificado ou Normal (todos os marcadores negativos). De acordo com os critérios adotados
para a organizacao em subtipos moleculares foram identificados trés grupos: 49% dos tumores
foram inseridos no subtipo Luminal B, 29% no Luminal A e 10,22% no Basal. N&o se encontrou

nenhum tumor que reunisse as condic¢des para ser incluido no grupo HER-2-positivo, 0 que se
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pensou justificar-se pela escassez de casos ou por uma situacdo epidemiologica. Neste estudo
n&o se conseguiu estabelecer uma relacéo entre a classificagdo molecular e a invaséo celular ou
a classificacdo morfoldgica, mas foram encontradas relages significativas com o grau de
malignidade: o subtipo Luminal A foi associado ao grau | e o Luminal B aos graus Il e III.
Quanto aos estudos de sobrevivéncia ndo houve diferencas significativas entre os diferentes
subtipos moleculares, verificando-se, no entanto, melhores desfechos clinicos nos animais com
tumores mamarios do subtipo Basal que nos subtipos Luminais sendo que, destes, o Luminal B
apresentou resultados ligeiramente piores que o Luminal A. A disparidade dos resultados em
relacdo aos de Gama (2008a) foi justificada pelas diferencas ao nivel da escolha de marcadores
e dos critérios usados para a positividade dos mesmos.

Um outro grupo de investigadores (Im et al., 2014) considerou a tipificagdo de Sorlie (2001) e
0s préprios estudos anteriores (Kim, Lim, Im, Kim, & Sur, 2013) (que por sua vez haviam
servido para confirmar o subtipo Basal como indicador de mau prognostico e o diferenciar de
Triplo-Negativos) para fazer uma caracterizagdo molecular dos TMC, utilizando os marcadores
RE, HER-2, CK14, p63, SMA-a e vimentina (sendo estes trés ultimos usados apenas nos
tumores originarios das células mioepiteliais para confirmar o seu tipo histologico). Deste
estudo resultou a classificagdo dos 159 tumores analisados como 44,0% dos tumores inseridos
no subtipo Luminal A, 22,6% no Luminal B, 5.6% no HER-2-positivo, 24,5% no Basal e 3,1%
no Normal. A classificacdo histolégica (pelos critérios de Goldschmidt et al., 2011) foi
associada significativamente ao subtipo molecular, sendo os Luminais A associados aos
carcinomas simples tubulares, aos carcinomas complexos e aos carcinomas em tumores
benignos mistos e os Basais associados aos carcinomas solidos. Também o grau histolégico foi
associado significativamente ao subtipo molecular, sendo os tumores do subtipo Luminal A
frequentemente de grau | e Il e os Basais comummente de grau I1l. Em 51% dos tumores do
subtipo Basal havia invasao linfatica e o subtipo Luminal A continha 47,6% de todos os casos
em que a invasao linfatica ndo se verificou. Estes resultados sdo coerentes com aqueles que tém
sido publicados para os tumores mamarios na mulher, com os subtipos moleculares Luminais
a revelar uma menor agressividade e os Basais a definirem-se por caracteristicas que sao, em
geral, consensuais quanto a um pior progndstico. A data da escrita deste documento, as
informacdes mais recentes quanto a um estudo referente a sub-tipificagdo molecular dos
tumores mamarios caninos em grande escala vém do encontro realizado em Nantes pelo grupo
ORPHEO (Institut Regional du Cancer Nantes Atlantique e ONIRIS — Nantes Veterinary
School), patrocinado pelo Institut National Du Cancer, em Janeiro de 2014, no ambito da
investigacdo translacional de cancro da mama em modelos animais. A colaboragéo de diversas

entidades com relevancia na investigacdo oncoldgica pretendeu, no que aos tumores de mama
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diz respeito, validar em cdes e em gatos os marcadores imunohistoquimicos dos subtipos
moleculares definidos por Nielsen et al. (2004), estabelecer uma correlagdo imunohistoquimica
em termos de sub-tipificacdo e prognostico, identificar vias de transducdo de sinal
(particularmente no que diz respeito aos tumores dos subtipos HER-2 positivo e Basal) e testar
algumas terapias inovadoras, no sentido de haver uma translacdo para a patologia mamaria
humana. Relativamente & imunofenotipagem e progndstico de carcinomas mamarios caninos
espontaneos, este estudo caracteriza-se pelo grande tamanho da amostra (350 casos), a restrigéo
dos casos a carcinomas mamarios invasivos, a utilizacdo dos critérios usados pela Oncologia
Humana e a analise por 4 patologistas veterinarios e 1 patologista de Medicina humana. O
painel de imunohistoquimica consistiu de p63 (para a exclusdo de carcinomas in situ) e, para a
imunofenotipagem em si, de RE, RP, HER-2, CK5/6, EGFR e Ki-67. Isoladamente, cada um
dos marcadores teve a seguinte percentagem de tumores com marcacao positiva: RE 16%, RP
11%, Ki-67 36 + 17%, EGFR 53%, CK5/6 65% e HER-2 com marcacdo 0 ou 1+ em 92% e 2+
em 8%. Considerando a subtipificacdo de Nielsen (2004), 6% dos tumores foram incluidos no
subtipo Luminal A, 17% no Luminal B, 59% nos Triplo-Negativo de tipo Basal, 18% nos
Triplo-Negativo de tipo N&do-Basal e ndo se contabilizou nenhum no subtipo HER-2 positivo
(auséncia de tumores com score 3+). Em termos de progndéstico houve, para um periodo minimo
de seguimento de dois anos, uma taxa de recidiva de 23%, uma taxa de metastizagéo de 32% e
43% de mortes por progressao da doenca. A taxa de sobrevivéncia a um ano foi de 49,1%ea 2
anos de 29,8%. Os TMC Triplo-Negativos, no geral, caracterizaram-se por um periodo de
sobrevivéncia significativamente menor que os Luminal A. Por analise multivariada, os fatores
de prognostico independentes associados a sobrevivéncia especifica foram o tamanho tumoral
(<2 cm), a presenca de permeacao vascular e o fen6tipo Luminal A.

Como conclusdes, ao contrario do que havia acontecidos nos anteriores estudos relacionados
tanto com os tumores mamarios caninos como 0s humanos, a prevaléncia de tumores Luminais
foi considerada rara (23% em caninos versus 70% humanos) e a de tumores do tipo Triplo-
Negativo foi a predominante (77% em caninos, dos quais 59% basais, versus 20% humanos).
Né&o sera ainda facil para qualquer patologista veterinario, nesta altura, fornecer um diagndstico
ou progndstico baseado na classificacdo molecular ja que, relativamente ao que se conseguiu
para a mulher, comecamos apenas ainda a dar os primeiros passos. Apesar de tudo o que
aproxima os tumores das duas espécies, a adogdo do sistema considerado para a mulher nédo
pode ser feita levianamente pela notabilidade das diferencas, havendo evidéncias fortes de
especificidades de espécie em termos de carcinogénese e desenvolvimento. Temos, a titulo de

exemplo, a proliferagdo celular mioepitelial ser frequente nos TMC mistos e complexos mas
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incomum nos humanos (Sassi et al., 2010) e, a primeira apresentacdo clinica os tumores

multiplos (primarios) serem frequentes nas cadelas mas ndo nas mulheres, entre outras.

11 9. Tratamento

11 9.1 Cirurgia

A cirurgia continua a ser o tratamento gold-standard para a maior parte dos tumores mamarios
caninos, excluindo os altamente metastizados e os carcinomas inflamatorios (Misdorp et al.,
2002; Withrow & MacEwen, 2007; Cassali et al., 2014). A excisdo cirdrgica permite o
diagndstico histopatolégico e pode constituir a cura, por si s6, em cdes com carcinomas num
estadio inicial da doenca (estadio 1), ndo invasivos e bem diferenciados, se as margens forem
limpas e o cancro ndo se tiver disseminado (Fossum, 2007; Cassali et al., 2014). Isto acontece
nos cées com tumores benignos e em aproximadamente 50% dos cdes com TMC malignos.
(Misdorp et al., 2002). Os restantes 50% dos cées terdo ja, provavelmente, micrometastases na
altura da cirurgia, e eventualmente, beneficiariam de uma terapia adicional (Cassali et al.,
2014). A abordagem cirurgica depende do tamanho do tumor, da localizacdo e do status do
paciente animal. As diferentes técnicas cirdrgicas compreendem a lumpectomia, a mastectomia
simples, a mastectomia regional, mastectomia unilateral e a mastectomia bilateral. (Fossum,
2007).

Se anteriormente havia estudos que sustentavam a ndo influéncia do tipo de cirurgia na taxa de
recorréncia ou tempo de sobrevivéncia, desde que assegurada uma ressecgdo com boas margens
(Misdorp & Hart, 1979; MacEwen et al., 1985), veio posteriormente a mostrar-se que 58% dos
cdes que haviam sido sujeitos a uma mastectomia mais conservativa tiveram maior
desenvolvimento de novos tumores no tecido ipsilateral remanescente (Stratmann et al., 2008),
pelo que varios autores aconselham a que se efetuem modalidades mais radicais de cirurgia.
Considerando-se o sistema linfatico a principal via de metastizacdo dos TMC é extremamente
importante o conhecimento da drenagem linfatica das mamas pelo cirurgido. Em mastectomias
unilaterais e regionais com envolvimento das mamas inguinais, os linfonodos inguinais
superficiais devem ser removidos por rotina (Misdorp et al., 2002; Patsikas et al., 2006; Sleeckx
etal., 2011). Apesar de a resseccao dos linfonodos axilares ser igualmente recomendada quando
as glandulas toracicas e abdominais craniais estdo afetadas, esta € pouco realizada devido a
dificuldade no acesso cirargico que a proximidade do plexo braquial representa (Misdorp et al.,
2002). A extensédo da excisdo cirargica dependera entdo do tamanho, localizacdo e drenagem

linfatica das lesdes (Cassali et al., 2014).
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Apesar de abordagens cirdrgicas mais agressivas poderem assegurar maior seguranca na
prevencdo do desenvolvimento neoplésico no futuro, existe sempre uma maior probabilidade
de complicacdes pos-operatorias, com implicacdes a nivel do conforto e qualidade de vida dos

animais e sem a garantia de efetividade dessas medidas.

I1 9.2 Tratamento sistémico
11 9.2.1 Na mulher

No que concerne ao tratamento sistémico, considerando o tema central desta monografia,
consideramos importante a referéncia as guidelines de tratamento para a mulher (Goldhirsch et
al., 2009; Goldhirsch et al., 2011, Curigliano et al., 2013; Goldhirsh et al, 2013; Untch et al.,
2013). Na 122 Conferéncia Internacional de St Gallen (Goldhirsch et al., 2011), com a finalidade
de conseguir uma melhor adequacao terapéutica, o Painel de Especialistas adotou uma nova
abordagem a classificacdo das pacientes considerando a sub-tipificagdo bioldgica intrinseca,
por uma aproximacao derivada de critérios clinicopatoldgicos, ao invés de ensaios de expressao
génica. Assim, no geral, as recomendacOes de terapia sistémica seguem esta sub-tipificacdo, ja
anteriormente apresentada, sendo que, para o subtipo Luminal A, a quimioterapia ndo deveria
ser considerada como tratamento, dada a sua fraca responsividade, privilegiando-se a terapia
enddcrina isoladamente. Para o subtipo Luminal B, genericamente, a quimioterapia passa a ser
considerada, sendo que a terapéutica com antraciclinas e taxanos deveria ser incluida no
protocolo, adicionalmente a terapia enddcrina. Relembrando o facto de haver aqui uma
separacdo entre os Luminais B/ HER-2 negativos e luminais B/ HER-2 positivos, a estes Gltimos
deveria ser adicionada uma terapéutica anti-HER-2. Em relacdo ao subtipo HER-2 positivo o
Painel ndo chegou a um consenso quanto ao tipo de quimioterapia a usar, apesar de a maioria
considerar igualmente proveitosa a inclusdo de antraciclinas e taxanos. A opinido de utilizagdo
de trastuzumab foi unénime para todos os doentes pertencentes a esta categoria, devendo ser
um tratamento efetuado simultaneamente a quimioterapia, ainda que nessa impossibilidade o
seu uso sequencial fosse também aprovado. Finalmente, para o subtipo Triplo-negativo, o
Painel mais uma vez considerou importante a inclusdo dos agentes quimioterapicos
supracitados aos quais adicionou um agente alquilante (ciclofosfamida), ndo apoiando o uso
rotineiro de cisplatina ou carboplatina. Uma ligeira maioria considerou que a quimioterapia
deveria ser mais agressiva do ponto de vista de dosagem enguanto uma larga maioria se opds a
inclusédo de terapias antiangiogénicas antes que estejam disponiveis mais estudos sobre este tipo

de tratamento.
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A terapia neoadjuvante citotoxica foi considerada com uma importancia que ultrapassa o seu
papel facilitador na cirurgia conservativa, salientando-se o seu valor em termos de prognostico,
particularmente nos pacientes com tumores HER-2 positivo e Triplo-Negativo. A escolha do
tipo de quimioterapia neoadjuvante deveria ser feita na mesma base da selecdo dos tratamentos
adjuvantes pos-operatdrios. O painel ndo aconselhou o uso da terapia neoadjuvante citotoxica

em pacientes com tumores de baixo indice proliferativo ou boa resposta a terapia enddcrina.

11 9.2.2 Na cadela

Para a espécie canina, apesar de ndo haver ainda guidelines estabelecidas e de a maior parte dos
beneficios deste tipo de tratamento estarem ainda em estudo, existem algumas evidéncias de
que 0s cées que apresentam um estadio avancado da doencga, com doenca metastatica ou com
um tipo histologico agressivo, podem beneficiar de tratamento adjuvante como radioterapia,
tratamento anti-Cox-2, quimioterapia, terapia hormonal com desmopressina ou antiangiogénica
(Morris et al., 2001; Sorenmo et al., 2003; Hermo et al., 2008; Clemente et al., 2009). De
qualquer forma, antes de se iniciar um tratamento, o dono deve ser corretamente informado
sobre a pobreza de informagdes existentes relativas ao estabelecimento de um prognostico
rigoroso com base na adogdo desse tipo de tratamento.

119.2.2.1 Terapias hormonais

Considerando as guidelines para o tratamento sistémico na mulher, este tipo de terapia seria o
adequado para os subtipos Luminais na cadela.

O tamoxifeno, um inibidor seletivo ndo esteroide dos recetores de estrogénio com potente efeito
antiestrogénico na mama, é atualmente o tratamento mais frequentemente utilizado em
mulheres com tumores positivos a RE (Stuart-Harris & Davis, 2010). Exerce também uma
funcdo pré-apoptdtica e antiangiogénica, independente da sua ligacdo com o recetor de
estrégeno (Tavares et al., 2010). Teoricamente, seria uma boa op¢éo para as cadelas com o
mesmo subtipo de tumor. Os primeiros estudos (Morris et al., 2001), ndo conseguiram
demonstrar qualquer atividade antitumoral por parte do tamoxifeno em cadelas.
Adicionalmente, os animais submetidos a este tratamento mostraram efeitos secundarios
expressivos que incluiam piometra, edema vulvar, corrimento vaginal, incontinéncia e sinais

comportamentais de estro (Sleeckx et al., 2011; Cassali et al., 2014). Recentemente, perante a
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deficiéncia de opcdes no que diz respeito a terapia sistémica nas cadelas e a comprovacao dos
beneficios do tamoxifeno nas neoplasias mamarias humanas, Tavares et al. (2010) propuseram-
se a avaliar de forma mais criteriosa os efeitos secundarios decorrentes da sua utilizagdo. As
conclusdes foram ao encontro das observadas na mulher, passando a considerar-se o tamoxifeno
um tratamento adjuvante possivel desde que com os efeitos secundarios bem avaliados e
controlados e recomendando-se 0 seu uso em animais esterilizados.

Ainda neste ambito, para tratamento do cancro na mulher tém sido investigados os antagonistas
de progesterona (PA) e os moduladores de recetores de progesterona (PRM) (Klijn, Setyono-
Han & Foekens, 2000), tendo-se demonstrado que os PA apresentam uma atividade antitumoral
superior ao tamoxifeno ou as progestinas em doses elevadas (Sleeckx et al., 2011). Além disso,
a atividade antitumoral resultante de combinagdes de PA ou PRM com antiestrogénios provou-
se superior a de um qualquer destes agentes sozinho (Nishino, Ishibashi, Hirtreiter & Nishino,
2009). Pensa-se que em cadelas os resultados possam ser semelhantes, ndo havendo ainda
resultados clinicos que o comprovem.

A aglepristona, um bloqueador dos recetores de progesterona usado frequentemente em cadelas
no tratamento de piometra e na inducéo do parto ou aborto, parece ter um efeito antiproliferativo
em carcinomas mamarios caninos RP positivos (Guil-Luna et al., 2011), estando a comprovacao
do beneficio da sua utilizagdo como tratamento neoadjuvante dependente ainda de estudos.

A ovariectomia parece ser neste momento a solu¢do mais pratica como tratamento com
influéncia a nivel hormonal (Sorenmo et al., 2013). Alguns estudos demonstraram um aumento
significativo na sobrevivéncia de cadelas com carcinomas mamarios. Um estudo enfatizou a
importancia do momento da ovariectomia em relagdo ao da cirurgia mamaria, sendo que apenas
para caes que a realizassem num periodo de até 2 anos antes da cirurgia se verificaria o beneficio
desta (Sorenmo, Shofer & Goldschmidt, 2000). De acordo com um outro estudo, o beneficio
seria significativo apenas para cadelas com carcinomas complexos (Chang et al., 2005). De
qualquer forma, é evidente a necessidade de estudos prospetivos em que o efeito da

ovariectomia seja analisada no contexto do status hormonal dos tumores.

11 9.2.2.2 Quimioterapia

Neste momento ja varios agentes quimioterapicos sdo utilizados em medicina veterinaria apesar
de existir ainda pouca informacdo disponivel sobre doses, toxicidade e eficacia da
quimioterapia, para que possa ser utilizada com frequéncia no tratamento paliativo ou adjuvante

a cirurgia (Sorenmo et al., 2003). De acordo com as guidelines para a mulher, para os subtipos
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Luminal B, HER-2 positivo e Triplo negativo, sdo recomendados os farmacos pertencentes as
antraciclinas e taxanos. Dentro destes, existem estudos em cadelas que apontam para aumentos
significativos da sobrevivéncia com efeitos secundarios ligeiros na combinacdo da
mitoxantrona (analogo das antraciclinas) e vincistina com a ciclofosfamida (Clemente et al.,
2009) e para a combinacdo da ciclofosfamida com o 5-fluorouracil (Karayannopoulou,
Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 2001). A salientar que a ciclofosfamida ¢é
particularmente recomendada para os Triplo-negativos.

A combinacdo da ciclofosfamida com a doxorrubicina (antraciclina), com ou sem 5-
fluorouracil resultou em efeitos secundarios de uma gravidade que acabou por limitar o estudo
da sua eficacia (De M. Souza, Toledo-Piza, Amorim, Barboza & Tobias, 2009).

Em relacdo aos taxanos, nenhuma das opcGes apresentou viabilidade clinica. A utilizagdo de
paclitaxel resultou numa resposta parcial em 20% dos animais tratados mas 0s niveis de
toxicidade verificados tornaram-se proibitivos da sua utilizacdo (Poirier et al., 2004). Ja a
utilizacdo de docetaxel, apesar da escassez de efeitos secundarios, ndo resultou em diferencas
significativas em termos de TLD ou TS (Simon et al., 2006). O mesmo se aplicou a
doxorrubicina agindo isoladamente, também testada neste estudo (Simon et al. 2006) e a
gemcitabina (Marconato et al., 2008). Para esta Gltima, contudo, quando combinada com
carboplatina, verificou-se uma taxa de resposta de 13%, com uma toxicidade hematolégica e
gastrointestinal ligeira a moderada (Dominguez, Devisis, Cadile, Sarbu & Kitchell, 2009). Em
termos da utilizacdo de quimioterapia como terapia adjuvante a cirurgia existe ainda um grande

caminho a percorrer no sentido de encontrar protocolos com relevancia clinica comprovada.

11 9.2.2.3 Terapia anti-HER-2

A exceco da terapia enddcrina, nenhum outro tratamento sistémico de pacientes humanos com
cancro da mama atingiu uma magnitude tdo grande de beneficios como o trastuzumab
(Herceptin®). Este anticorpo monoclonal humanizado estéa associado a melhorias significativas
tanto no tempo livre de doenca como na sobrevivéncia de mulheres com tumores HER-2
positivos, quando integrado num tratamento combinado ou sequencial com outros agentes
quimioterapicos ja referidos. No geral, pode-se dizer que a mortalidade seja diminuida para um
terco, e o risco de recidiva diminuido em 40% (Pinto, Ades, Azambuja & Picart-Gebhart, 2013).
Com o objetivo de facilitar estudos oncoldgicos no ambito da oncologia comparada, Singer et
al. (2012) compararam as homologias moleculares de HER-1 e HER-2, pretendendo investigar

se 0s recetores caninos serviriam igualmente como alvos de tratamento pelos anticorpos
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monoclonais humanizados (cetuximab e trastuzumab). Os resultados indicaram uma homologia
aminoacidica das moléculas HER-2 humana e canina na ordem dos 92%. Mais, 0 epitopo
canino, local de ligacéo ao trastuzumab, é igual a0 humano com uma excecao para a alteracdo
de um Unico aminoacido (Pro557 por Ser). A ligacdo do trastuzumab a células de carcinoma
mamario canino foi confirmada por citometria de fluxo e, como resultado, verificou-se a
inibicdo da proliferagéo do tumor. Estes dados apontam fortemente para a possibilidade de uma
eficacia semelhante a que existe para humanos no tratamento de tumores de subtipo HER-2 em
cadelas. Os custos comerciais deste tipo de tratamento tornam-no atualmente numa
impossibilidade, pelo que ndo existem sequer estudos que permitam inferir do tipo de efeito em
termos de sobrevivéncia e recidiva. Sera importante nesta altura também referir que, mesmo
em relacéo ao valor progndstico da sobre-expressdo de HER-2 nas cadelas e ao seu significado,

existem ainda estudos com resultados e conclusdes divergentes.

11 9.2.2.4 Outros tipos de tratamento
119.2.2.4.1 Desmopressina

A desmopressina € um derivado sintético da hormona antidiurética com propriedades
hemostaticas que tem sido usado no tratamento da diabetes e da doenca de von Willebrand em
mulheres e cadelas. Nas cadelas com tumores mamarios, Hermo et al. (2008, 2011) verificaram
um aumento significativo nos tempos de sobrevivéncia e livre de doenca depois da
administracdo de desmopressina, de forma endovenosa, 30 minutos antes da cirurgia e 24 horas
depois, sem a ocorréncia de efeitos secundarios. Sugeriu-se como explicacdo da acdo
antitumoral desta molécula a acdo contraria desta substancia as consequéncias de uma possivel
libertacdo para a circulacdo de células cancerigenas viaveis (Galan et al.,, 2002). A
administracdo endovenosa de desmopressina induz uma libertagdo rapida de formas altamente
mutiméricas do fator de von Willebrand (vW) das células endoteliais (Kaufmann & Vischer,
2003), que parecem ter um papel contra a disseminacdo de células tumorais em ratinhos
(Terraube et al. 2006). Parece inibir a metastizacdo através da reducdo da aderéncia das células
malignas na microvasculatura. Adicionalmente, o fator de vW induz a apoptose de células in
vitro. E possivel ainda que haja outros mecanismos envolvidos no efeito antimetastatico da
desmopressina, como um efeito antiproliferativo, ja& demonstrado em linhas celulares (Ripoll et
al., 2008). Apesar dos resultados promissores conseguidos até agora, sdo necessarios ainda
estudos que permitam confirmar a seguranca e eficacia deste composto como tratamento

adjuvante a cirurgia dos tumores mamarios caninos (Sleeckx et al., 2011).
67



11 9.2.2.4.2 Inibidores da Cox-2

Os inibidores da Cox-2, como o piroxicam, sdo propostos como forma de tratamento dentro de
estratégias preventivas em diversos tumores caninos (Millanta et al. 2006a; Queiroga et al.
2007; Lavalle et al. 2009; Queiroga et al., 2010) depois de se ter verificado que os niveis de
Cox-2 sdo mais elevados em cdes com tumores mamarios malignos que benignos (Millanta et
al. 2006a; Queiroga et al. 2007), assumindo-se esta como um alvo potencial. Estudos
comparativos do TS e qualidade de vida obtidos por tratamentos quimioterapicos versus o uso
de piroxicam em cadelas mostraram resultados significativamente melhores para este Gltimo
(De M. Souza et al., 2009).

Sendo necessarios mais estudos nesta &rea, 0s existentes mostram resultados também

promissores para 0 uso deste tipo de substancias.

11 9.3 Radioterapia

Existem ja varios protocolos de radioterapia com resultados promissores instituidos para o
tratamento paliativo de tumores caninos como o carcinoma nasal, o linfoma e o osteossarcoma
(Hunley, Mauldin, Shiomitsu & Mauldin, 2010). Apesar de indicada para casos de tumores nao
completamente ressecionados, doenca metastatica ou carcinoma inflamatério (Morris et al.
1993; Sorenmo et al., 2003; Clemente et al., 2009) o seu beneficio no tratamento adjuvante de

tumores mamarios caninos ainda nao foi claramente demonstrado.
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Capitulo I111- Objetivos

Sao cada vez mais prolificos os estudos sobre os TMC de uma perspetiva molecular, a
semelhanca do que vem acontecendo para a mulher, no sentido de se conseguir uma melhor
caracterizacdo destes, para o conhecimento mais profundo dos seus comportamentos
bioldgicos. Uma das maiores dificuldades neste tipo de estudos continua a ser a grande
disparidade de resultados obtidos em estudos anteriores, muito radicada na auséncia de
uniformizacéo de metodologias e critérios de avaliacao.

Os objetivos deste trabalho prendem-se com, através da utilizacdo de métodos e critérios

recentemente recomendados por Pefia et al. (2014):

1- Relacionar as caracteristicas imunofenotipicas dos tumores com as clinicopatoldgicas bem
como as epidemiolodgicas das cadelas;

2 — Inferir ou validar o valor prognéstico de cada caracteristica a partir de estudos associativos
(utilizando-se para tal o valor progndstico ja conhecido de algumas das variaveis) e por estudos
de sobrevivéncia: por analise do tempo de sobrevivéncia (TS) e do tempo livre de doenca
(TLD);

3- Verificar os niveis de significancia da associagdo das caracteristicas estudadas com os TS e
TLD;

4- Verificar tendéncias de prognostico por uma quantificagdo “temporal” mais concreta, pela
analise objetiva dos tempos (TS e TLD) em meses;

5- Verificar quais as areas nas quais as guidelines unificadoras permanecem insuficientes e em
que pontos elas continuam a requerer elaboracdo, ou em que sentido devem ser estendidas;

6- Adquirir uma maior percecdo das areas em que 0s tumores de mama na cadela e na mulher
podem ser considerados uma entidade comparavel ou, pelo contrario, cada uma delas deve ser

tratada de forma Unica, de acordo com a sua especificidade.
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Capitulo IV — Material e Métodos

IV 1. Amostragem

IV 1.1 Recolha e processamento de amostras

O presente trabalho experimental teve como base o processamento e o0 estudo de amostras
bioldgicas provenientes de massas tumorais mamarias de cadelas. Com o objetivo de, no
periodo de tempo determinado pela duracdo do estagio, ser feita a recolha do maior niumero
possivel de massas tumorais, para além do Hospital Escolar Veterindrio da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa foram contactadas outras clinicas veterinarias:
Clinica Veterinaria Elsa Pereira, Clinica Veterinaria de Sintra, Clinica Veterinaria VVetemouras
e Clinica do Anjo. No total foram obtidos tecidos de 41 animais. Dependendo das opcoes
cirtrgicas individuais de cada instituicdo ou cirurgido, para alguns animais a cirurgia consistiu
da excisdo completa das massas tumorais identificadas e para outros correspondeu a uma
excisdo parcial (mastectomia unilateral com indicacdo de mastectomia contralateral em
segundo tempo). A data do término da recolha, para nenhum dos animais se havia procedido a
segunda cirurgia. A recolha das massas foi levada a cabo no periodo compreendido entre 22 de
marco de 2013 e 22 de novembro de 2013.

As cirurgias efetuadas no Hospital Escolar Veterinario foram acompanhadas pela aluna e a
recolha das amostras a partir do momento da extirpacao foi feita por esta, sendo que para as
restantes clinicas se procurou igualmente fornecer as indicacdes e o material adequado, de
forma a promover a estandardizacéo de todo o processo de recolha e processamento imediato
das amostras. Nao houve qualquer intervencdo da aluna no sentido de condicionar o que seriam
os procedimentos normais de cada clinica ou médico veterinario tendo sido todo o estudo
baseado nos dados e nas amostras disponiveis.

Imediatamente apds a extirpacéo, os tecidos resultantes foram colocados num recipiente préprio
com formol tamponado a 10%, em proporcdo volumétrica adequada. Assegurou-se para todas
as amostras um tempo de fixacao entre as 24 e 48 horas, periodo ap6s ou durante o qual foi feita
a selecdo macroscopica, por um Veterinario Patologista Veterinario (Professor Doutor Jorge
Correia) e pela aluna, dos fragmentos das massas que seguiram para processamento e inclusdo
em parafina. O processo de incluséo foi efetuado pela equipa técnica do Servigo de Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina Veterinaria de Universidade de Lisboa no processador de
tecidos LEICA TP 1020® (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha), seguindo as normas da

Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) (Wolff et al., 2007). Para além de todas
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as massas tumorais mamarias extirpadas (n=99), foram processados para analise os linfonodos
retromamarios ou inguinais superficiais, sempre que existentes no tecido proveniente da

exérese.

IV 1.2. Selecdo das amostras

Para a avaliacdo microscopica, diagnéstico histopatologico e sele¢do das amostras tumorais a
utilizar, foram efetuados cortes com 3 pm de espessura, com o auxilio de um micrétomo (Leica
RM 2135®, Nusslock, Alemanha), que foram posteriormente corados com hematoxilina-eosina
(HE), montados entre ld&mina e lamela e classificados histologicamente por um Veterinério
Patologista Veterinario experiente (Prof. Dr. Jorge Correia).

A classificacdo histologica adotada foi a Misdorp et al. (1999) e o grau de malignidade foi
atribuido de acordo com uma adaptacdo do sistema original de Elston e Ellis (1991), resumida

na Tabela 2.

IV 1.3 Critérios de inclusdo e exclusao no estudo

Para o estudo epidemioldgico e clinicopatologico foram consideradas todas as 41 cadelas e
tecidos delas provenientes. Sendo que 2 destas cadelas apresentavam patologia exclusivamente
benigna (ectasias ductais e adenomas), para o estudo imunohistoquimico foram selecionadas
amostras apenas das restantes 39 cadelas (com a apresentacdo de pelo menos um tumor com
caracteristicas de malignidade). Das 39 cadelas foram obtidas 97 massas tumorais. Uma vez
gue para muitas destas havia varios tumores com concordancia de tipo histoldgico e grau de
malignidade, foram selecionados, de cada cadela, apenas os tumores malignos representados
uma Unica vez por esse tipo histologico e grau de malignidade. Foi excluido também um
melanoma maligno por ndo se tratar de patologia de origem mamaria, Apenas para verificacao
do tipo de marcagdo molecular conseguida, a titulo quase “ilustrativo”, incluiram-se: uma
amostra de adenoma mamario, uma amostra de ectasias ductais e uma amostra de tecido
mamario normal localizado em mama sem sinais de patologia mamaria. De todos os linfonodos
inguinais analisados, apenas dois, e correspondentes a animais diferentes, apresentaram
evidéncia de metastase, pelo que apenas estes foram analisados imunohistoquimicamente. No
total, a selecdo consistiu entdo de 76 amostras a ser avaliadas em termos imunohistoquimicos,

correspondendo a 69 carcinomas mamarios, 1 sarcoma mamario (osteossarcoma), 1
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carcinossarcoma, 2 linfonodos com evidéncia de metastizacdo do processo neoplasico primario,
1 adenoma mamario, 1 amostra de tecido mamario com ectasias ductais e 1 amostra de tecido
mamario normal.

Para o estudo do processo de metastizacdo local, ndo tendo sido feita a recolha de quaisquer
linfonodos em 4 das 39 cadelas com patologia maligna, a anlise e conclusdes encontram-se
restritas a uma amostra de 35 cadelas. Os linfonodos recolhidos e analisados foram, para todas
elas, os inguinais superficiais, considerando-se a auséncia de metastizagéo local sempre que
este processo ndo se encontrava evidente nos linfonodos analisados, independentemente da
localizacdo das massas tumorais.

Todas as cadelas incluidas no estudo tiveram como tratamento Unico direcionado a patologia
mamaria, a data da colheita, a cirurgia. Para 5 destas cadelas o tratamento cirirgico nao foi

curativo, ndo tendo sido retirada a totalidade do tecido mamario alterado.

IV 2. Estudo prospetivo e de seguimento

As informacdes obtidas em relacdo a cada um dos animais estudados foram as disponibilizadas
pelos clinicos responsaveis pelo acompanhamento das cadelas. No que concerne ao Hospital
Escolar Veterinario, os dados obtidos foram os disponiveis nas fichas clinicas dos animais,
sendo tanto a elaboracdo da historia clinica como o exame fisico sempre realizados pelo clinico
responsavel, sem qualquer intervencdo da aluna. Em relagdo as restantes clinicas/médicos
veterinarios, os dados foram obtidos da mesma forma. No entanto, foi entregue uma ficha a ser
preenchida pelo clinico com os dados que se pretendiam analisar (Anexo A). As informac6es
de relevancia para o estudo incluiram: data de nascimento, raca, peso (por indisponibilidade de
informacdo relativa a condicdo corporal), historia de tratamentos preventivos de estro, status
reprodutivo (esterilizada ou ndo e data de esterilizacdo), antecedentes médico-cirurgicos,
histéria de patologia mamaria, altura de detecdo de massa mamaria, radiografia toracica de
despiste de metastizacao pulmonar, ecografia abdominal para despiste de metastizagéo visceral,
data da cirurgia, nimero de massas tumorais, localizagdo das massas, tipo de cirurgia efetuada,
extirpacdo total ou parcial das massas existentes a altura da cirurgia, ulceragdo, inflamacéo e
aderéncia a pele ou outras estruturas dessas massas.

Posteriormente, apds a analise macroscopica e microscopica, cada um dos tumores foi
caracterizado de acordo com o0s seguintes parametros, quando aplicavel: localizagédo, dimensdes
(tamanho), classificacdo histopatoldgica, grau de malignidade, diferenciagdo mesenquimatosa
Ossea/cartilaginea, formacgdes quisticas, necrose, infiltracdo celular linfoide, permeacao
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vascular e metastizacao ao nivel dos linfonodos. Procedeu-se igualmente ao estadiamento TNM
de cada um dos animais de acordo com as informagdes recolhidas. A metastizacdo local foi
considerada, para todos os tumores, de acordo com a sua evidéncia ao nivel dos linfonodos
inguinais superficiais, quando disponiveis para analise, e a metastizacao a distancia de acordo
com os resultados obtidos da analise imagioldgica pulmonar. Naturalmente, exames adicionais
efetuados, nomeadamente radiograficos ou ecogréficos, foram igualmente considerados.
Quando na inexisténcia de informacdes sobre os pardmetros requeridos o estadiamento néo foi
efetuado.

O seguimento dos casos foi feito por consulta das fichas clinicas disponiveis e, considerando o
término do estudo 0 més de marco de 2015, procurou-se contactar por via telefonica os donos
dos animais estudados, a fim de colmatar faltas de informacao ou atualizé-las, nomeadamente
sobre a sobrevivéncia ou a recidiva de doenca mamaria nas cadelas. O periodo de seguimento
dos animais esta compreendido entre 0s 16 e 0s 24 meses.

O tempo livre de doenca (TLD) foi considerado o tempo, em meses, desde o tratamento
cirirgico até a evidéncia de recorréncia ou metastizacdo. O tempo de sobrevivéncia (TS)
correspondeu ao tempo, em meses, da cirurgia até a morte relacionada com o cancro mamario,

quer de causas naturais, quer por eutanasia.

IV 3. Imunohistoquimica (IHQ)

IV 3.1. Selecdo de fragmentos para analise

Foi escolhida a técnica imunohistoquimica para a detecdo e andlise a nivel molecular da
expressao de 5 marcadores, RE, RP, CK5/6, HER-2 e Ki-67. Consistindo este trabalho na
analise de um numero apreciavel de amostras, optou-se por se fazer uma selecao de fragmentos
de cada corte obtido ao invés de utilizar toda a superficie de corte disponivel. Assim, foram
selecionadas fragdes com aproximadamente 6 mm de didmetro, com as caracteristicas teciduais
desejaveis para este tipo de técnica (evitando-se areas ndo tumorais, de necrose, quisticas e com
diferenciacdo cartilaginea ou dssea). Nos blocos de parafina originais foram demarcadas as
zonas selecionadas com o auxilio de um biétomo de 6 mm, feitos os cortes, destacados 0s
fragmentos de tecido demarcados e colocados em laminas adesivadas (SuperFrostTM Ultra
Plus Adhesion Slides®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham Massachusetts, EUA). Foram
colocados 6 destes fragmentos em cada lamina. No sentido de melhorar a aderéncia dos tecidos
as laminas estas foram colocadas em estufa a 64°C durante 1 hora e posteriormente a 37°C

overnight (aproximadamente 16 horas).
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IV 3.2 Descricao e especificidades da técnica imunohistoquimica

Sendo objetivo deste trabalho a detecdo da expressdo de varios marcadores, houve a
necessidade da utilizacdo de varios protocolos, com especificidades determinadas pelas
caracteristicas daqueles. A base dos protocolos foi gentilmente cedida pela Dra. Maria Jodo
Soares, doutoranda da FMV com experiéncia na detegdo por IHQ dos mesmos marcadores
tumorais mamarios na espécie felina. Esta sera apresentada em Anexo B, sendo neste capitulo
apresentadas apenas as especificidades (Tabelas 3 e 4) para cada um dos marcadores, de uma
forma esquematizada. O processo constante no Anexo B serviu para a marcacao de RP, HER-
2, CK5/6 e Ki-67 e os resultados revelaram-se satisfatorios a primeira realizagdo do protocolo,
ndo sendo necessaria qualquer otimizacdo. O mesmo ndo aconteceu com a tentativa de
marcacdo de recetores de estrogénio, ndo se conseguindo qualquer marcacdo em tecidos
tumorais mamarios de cadela ou utero de cadela com os anticorpos disponiveis (clones 6F11 e
SP1). O clone 6F11 havia, no entanto, permitido uma boa marcagdo em tecidos tumorais
mamarios felinos. A salientar a este propésito que, inclusivamente, a técnica
imunohistoquimica foi realizada simultaneamente para tecidos de cadela e gata, com 0s mesmos
reagentes e pelos mesmos operadores, havendo auséncia de marcacdo para cadela e marcacéao
satisfatoria para gata. Na tentativa desta marcacgdo, pela variagdo de passos e condi¢cdes do
protocolo inicial, procedeu-se a realizacdo de um total de doze protocolos diferentes (Anexo
C). Estas alteracbes basearam-se sempre nos protocolos descritos e publicados por
investigadores que conseguiram marcagdo de RE nos seus trabalhos, apesar das variacdes a
nivel dos anticorpos anti-RE utilizados. Os nossos resultados foram sempre insatisfatérios pela
auséncia de marcagéo nas nossas amostras de tecidos de cadela, quer nos tecidos a estudar quer
nos que se pretendia usar como controlos. Verificou-se também variabilidade de marcacéo nos
controlos correspondentes a tecidos de gata e mulher comprovadamente positivos a RE. Da
auséncia de sucesso, na indisponibilidade financeira de adquirir novo anticorpo e na
incapacidade de conseguir patrocinio para a sua compra, a aluna entrou em contacto com a
autora correspondente (Prof.2 Dra. Renée L. Amorim) de um dos artigos cujo protocolo
adotaramos (Amorim et al., 2008), cujos resultados se baseavam na marcacdo de RE com o
anticorpo disponivel no nosso laboratério (clone 6F11), no sentido de confirmar o protocolo
utilizado. Da discussdo dos resultados (ou auséncia destes) obtidos, face a dificuldade em
encontrar uma explicacdo para a auséncia de marcacdo, a Dra. Renée L. Amorim
disponibilizou-se, muito generosamente, a receber os tecidos que se pretendia marcar e a

realizar a técnica imunohistoquimica gratuitamente, por sua conta e responsabilidade, com o
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anticorpo que utilizava entdo nos seus estudos (clone 1D5), na Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Unesp (Séo Paulo, Brasil).

Tabela 3: Especificidades dos protocolos para a detecdo dos diferentes marcadores moleculares.

Solucgéo de recuperagéo Tampao de Método de Bloqueio .
Marcador o recuperacao de . Controlo positivo
Antigénio lavagem L proteina
antigénio
Tumor de mama
RP Tampéo citrato pH 6.0 PBS pH7.3 Banho-maria 30 min mulher positivo
PR
) Panela de ] SKBR3 em
HER-2 Tampéo citrato pH 6.0 PBS pH7.3 . 8 min .
pressdo citobloco*
Micro-ondas Carcinoma de
CK5/6 EDTApH 9.0 PBS pH7.3 900W 5 min+ 8 min células escamosas
600W 15 min de pele - gata
) ] Panela de ) i
Ki-67 Tampao citrato pH 6.0 PBS pH7.3 B 8 min Amigdala de céo
pressdo
Panela de
RE Tampao citrato pH 6.0 TRISpH 7.4 presséo tipo 30 min Utero de cadela
pascal

Legenda: * - linha celular gentilmente cedida por Dra. Vukosava Torres, Instituto Ricardo Jorge, Lisboa,
Portugal. Protocolo para detecdo de RE realizado por equipa de Prof.2 Dra. Renée L. Amorim

Tabela 4: Caracterizacdo de anticorpos primarios utilizados e particularidades de utilizac&o.

Anticorpo
Marcador primario Tipo Marca Diluicéo Tempo de incubacao
(Clone)
Monoclonal RTU (ready .
RP 1E2 Ventana® overnight 4°C
de coelho to use)
Monoclonal ) .
HER-2 CBl11 . Invitrogen® 1:60 overnight 4°C
de ratinho
Monoclonal o RTU (ready )
CK5/6 D5/16 B4 ) Thermo Scientific® overnight 4°C
de ratinho to use)
) Anticorpo Policlonal o 1h a temperatura
Ki-67 ) ) Thermo Scientific® 1:500 )
policlonal Ki-67 | de coelho ambiente
Monoclonal )
RE 1D5 ) Dako® 01:50 overnight 4°C
de ratinho

Legenda: Anticorpo primario para detecdo de RE utilizado por equipa de Prof.2 Dra. Renée L. Amorim.
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Foram enviados dois cortes de cada tecido, por correio, acondicionados em caixa de laminas
apropriada. Por motivos que nos sdo alheios, 0s cortes demoraram aproximadamente 25 dias a
chegar ao Brasil e, depois de realizada a técnica imunohistoquimica, aproximadamente 32 dias
a chegar a Portugal e ser desalfandegados. Descreve-se também em anexo (Anexo D), tal como
facultadas, as linhas gerais do protocolo usado pela equipa da Prof.2 Dra. Renée Amorim na

realizacdo de IHQ.

IV 3.3 Avaliacdo imunohistoquimica

As laminas foram analisadas e classificadas semiquantitativamente por dois veterinarios
patologistas sem cruzamento de resultados durante o processo, para além da aluna. Quando na
presenca de avaliacGes discordantes, os cortes foram analisados simultaneamente pelos dois
veterinarios através de um microscopio multiocular e o resultado foi discutido até se chegar a
um consenso. As imunoreatividades foram avaliadas, sempre que possivel, considerando o
artigo de Revisdo e Consenso de guidelines imunohistoquimicas para tumores mamarios

caninos por Pefia et al. (2014).

IV 3.3.1 HER-2

Tabela 5: Critérios interpretativos para imunohistoquimica (IHQ) de HER-2 em tumores

mamarios caninos (adaptado de Pefia et al., 2014).

Score IHQ Critérios interpretativos
Marcacdo forte, completa e homogénea da membrana em 30% ou mais das
> células tumorais
Marcacdo fraca a moderada, completa e heterogénea da membrana em pelo
o menos 10% das células tumorais a forte e completa até 30% das células tumorais
Marcacdo fraca e incompleta da membrana das células tumorais (qualquer
o percentagem)
0 Auseéncia de marcacdo da membrana das células tumorais

Os tumores foram avaliados quanto a marcagédo de HER-2 considerando a classificagao adotada
pela ASCO (Wolff et al., 2007), tal como recomendado pelo artigo de Pefia et al. (2014), de

acordo com a qual os tumores devem ser classificados em 0, 1+, 2+ e 3+ considerando a
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intensidade, extensdo e homogeneidade de marcacdo da membrana citoplasmatica, segundo 0s
critérios constantes na Tabela 5. A ASCO considera que deverdo ser considerados positivos

apenas 0s tumores com um score 3+.

IV 3.3.2 Citoqueratinas 5/6

A analise da marcacdo das citogueratinas 5/6 foi feita semiquantitativamente considerando
como positiva a marcacao citoplasmatica de células tumorais. Os resultados foram registados
de acordo com a percentagem de células tumorais marcadas, tendo-se considerado um tumor
CK5/6 positivo aquele que apresentasse uma percentagem de marcacao superior a 10%. Sendo
muito diversos os valores de cut-off de positividade na interpretacdo da marcacdo das
citogueratinas, tanto em estudos humanos como em cadelas, consideraram-se as recomendacdes

de Pefia et al. (2014) para os marcadores de diferenciagéo celular.

IV 3.3.3 Ki-67

Para a contagem de células marcadas positivamente e a determinacdo do indice de Ki-67 de
cada tumor considerou-se a marcagdo nuclear destas, independentemente da sua intensidade.
Para tal, foram tiradas fotografias com o microscépio Otico Olympus BX51 (Olympus,
Pennsylvania, EUA) a varios campos, com a objetiva de 40x, em ndmero nunca inferior a 5 (de
forma a registar areas de heterogeneidade do tumor em termos de marcacdo). As células
marcadas e ndo marcadas foram contadas através do programa de analise de imagem: ImageJ
(Open Source Software versdo 1.46r, National National of Health, Bethesda, EUA) (Schneider,
Rasband & Eliceri, 2012). Para a determinagdo deste indice procedeu-se, para cada amostra de
tecido tumoral, a uma contagem total de 1000 células, sendo que na indisponibilidade destas se
tentou assegurar uma contagem minima de 500. De acordo com Cassali et al. (2014) os tumores
podem ser classificados como de indice proliferativo alto (mais de 25% de nucleos marcados),
de indice proliferativo intermédio (entre 10% e 25% de nudcleos marcados) ou de indice
proliferativo baixo (menos de 10% de nucleos marcados). Esta recomendacdo baseia-se num
estudo de Pefia (1998), no qual a classificagdo considerando estes valores de cut-off permitiu
uma associagdo entre os elevados valores de Ki-67 e um elevado risco de metastase. Com
finalidade de adequacéo estatistica, os tumores sdo também dicotomizados em de indice

proliferativo alto e baixo considerando apenas o valor singular cut-off de 25%. Gama et al.
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(2008b), por sua vez, considerando como cut-off a mediana de todos os valores encontrados em
lesbes mamaérias, optou pela dicotomizacdo em indice proliferativo alto (superior ao valor de
mediana) e indice proliferativo baixo (inferior ou igual ao valor de mediana). Este valor sera
obtido a partir dos resultados de contagens, pelo que figurara em capitulo respetivo. Aquele que
é, ao conhecimento da autora a altura da redacéo, o Gltimo estudo em larga escala relacionado
com a classificacdo de tumores mamarios em cadelas (ORPHEO GROUP, 2014) assume um
cut-off de 20% de nlcleos marcados para essa separacdo. Para o estudo estatistico
consideraram-se entdo os trés sistemas de classificacdo dicotomica de Ki-67 no sentido de, ndo
apenas 0s comparar, mas obter todo o espetro de associacdes estatisticas possiveis. Para uma
maior facilidade de descrigéo, serdo por vezes referidos os cut-off como de Pefia, Gama ou
ORPHEO em substituigéo aos valores que os definem.

IV 3.3.4 Recetores de estrogénio e progesterona

A imunoreatividade nuclear foi avaliada de acordo com o sistema semiquantitativo Allred score
(Allred et al., 1998), segundo as recomendacdes de Pefia (2014).

Neste sistema, o resultado final € um valor numérico entre 0 e 8 que resulta da soma de duas
avaliagdes distintas: a percentagem de células positivas (marcacdo de ndcleo) e a intensidade
dessa marcacdo. Assim, para a percentagem de células positivas temos a atribuicdo dos
seguintes valores: 1= marcacdo em <1% dos nucleos, 2 = marcacao de 1% a 10% dos nucleos,
3 = marcacdo de 10% a 33% dos nucleos, 4 = marcacdo de 33% a 66% dos nulcleos e 5 =
marcacao de 66% a 100% dos nucleos. A pontuacdo de acordo com a intensidade é obtida da
seguinte forma: 0 = ausente, 1 = fraca, 2 = moderada, 3 = forte. O 0 corresponde a auséncia de
marcacao.

Para os recetores de estrogénio ndo foi conseguida uma marcacao considerada satisfatoria nos
tecidos destinados a funcionar como controlos positivos (Gtero/miométrio de cadela) ou nos
tecidos de estudo, quer quando a imunohistoquimica foi realizada por noés, quer quando foi
realizada pela equipa da Prof.2 Dra. Renée Amorim. Por esta razdo nao foi possivel considerar
a marcacao de RE no nosso estudo.

A intensidade da marcacédo considerada forte para os recetores de progesterona foi a conseguida
no controlo. Pefia (2014) considera que, para estudos analiticos, devem ser utilizados os valores
numéricos de score atribuido (0 e 2-8) para definir classes independentes, pelo facto de ndo
considerar haver ainda, para cadelas, um valor unanime de cut-off que permita uma separagao

clara entre tumores positivos e negativos para estes recetores. Em humanos assumiu-se um valor
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de score cut-off de 3, considerando-se negativos os tumores com um score inferior a 3 e
positivos de score igual ou superior a este (Hammond et al., 2010). Para a classificacéo
molecular e para a analise estatistica dos tumores foi considerada esta Ultima classificacéo, para

uma analise descritiva foram consideradas as duas formas de classificacéo.

IV 4. Classificacdo molecular

Ainda que na auséncia de resultados quanto a marcacdo de recetores de estrogénio,
consideraram-se os resultados obtidos com a marcacao de recetores de progesterona suficientes
para proceder a uma subtipificacdo dos tumores mamarios. O painel consistiu nos marcadores
RP, HER-2, CK5/6 e Ki-67.

Figura 1: Representacdo esquematica da classificacdo molecular usada neste trabalho (adaptada
de ORPHEO, 2014).

CLASSIFICACAD
MOLECULAR.
£._."" -‘l-‘"é

HER-2 negativa |.. HER-2 postivo

A i

RP positivo RP negativo

Ki-67 < 20% Ki-67 = 20% CK5/6 positivo CK5/6 negativo

¥ v ¥ 4

Luminal A Luminal B Basal M ao-Classificado HER-2 postivo

A classificacdo molecular foi feita de acordo com uma adaptacao dos critérios utilizados pelo
grupo de investigadores que fizeram parte do grupo ORPHEO (2014) e que tiveram como base
0 estudo de Nielsen (2004). (Consideramos os subtipos moleculares Luminal A, Luminal B,
Basal, HER-2 positivo e N&o-Classificado.) Assim, os tumores foram primeiramente divididos
em HER-2 negativos e HER-2 positivos. Os tumores HER-2 positivos (score 3) foram
classificados no subtipo HER-2 positivo. Os tumores HER-2 negativos (score 0, 1 e 2) foram
divididos em duas categorias de acordo com a marcacao de RP: os tumores RP positivos foram
divididos em Luminal A e Luminal B de acordo com a percentagem de marcacdo de Ki-67
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(<20% de marcacdo e >20% de marcacao de nucleos, respetivamente); os RP negativos foram
classificados em Basais (se CK5/6 positivos) ou N&o-Classificados (se CK5/6 negativos), como
esquematizado na Figura 1.

IV 5. Andlise estatistica

Nos animais nos quais se verificou a existéncia de multiplos tumores malignos foi feita a
selecdo do mais maligno (considerando os critérios histopatologicos e clinicos de Misdorp
[2002]). Para a realizacdo do estudo estatistico relacionado com as caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas e com a anélise de TS e TLD, quando na existéncia de tumores de
mesma classificacdo histopatologica e grau de malignidade, foram usados o tamanho e
posteriormente o indice de Ki-67 como critérios para essa selecdo. Nos estudos estatisticos que
pretendiam caracterizar cada tumor como entidade individual foram consideradas todas as
massas analisadas.

Para além das varidveis citadas no capitulo referente ao estudo prospetivo e de seguimento,
foram analisadas as variaveis relativas a expressao dos varios marcadores moleculares detetada
por imunohistoquimica, bem como as decorrentes da classificacdo molecular.

Toda a analise estatistica foi realizada usando o programa IBM Statistics 20.

IV 5.1 Associacdo de variaveis por analise univariada

A analise univariada para a associacdo entre variaveis ordinais categoricas foi feita utilizando
o teste de Qui® que, sempre que na presenca de frequéncias esperadas inferiores a 5, foi
substituido pelo teste exato de Fisher. Concluiu-se das diferencas entre grupos, quanto as
caracteristicas estudadas, quando a probabilidade de as diferencas encontradas nos dois grupos
de amostra serem devidas ao acaso foi baixa. Particularmente, o valor de prova (p) <0.05 foi
considerado estatisticamente significativo, mas foram consideradas tendéncias para associa¢oes
com valores de prova superiores. Sempre que na presenca de variaveis nominais ou continuas,
estabeleceu-se uma categorizagdo dos dados. Dentro das variaveis cujos valores assumem uma
resposta dicotdmica relacionada com presenca ou auséncia de determinada caracteristica
(sim/ndo) temos: raca pura, cadela esterilizada (antes de aparecimento de tumor), OVH
simultanea a mastectomia, tumores multiplos, localizacdo bilateral de tumores, extirpacédo
completa de massas, metastizacdo local (linfonodos), metastizacdo a distancia, diferenciacao
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mesenguimatosa, necrose e infiltragdo linfocitaria. A permeacdo vascular linfatica ndo foi
utilizada como variavel por ndo se ter verificado a sua existéncia em nenhum tumor analisado.
O tamanho do tumor em analise foi dividido em classes de acordo com as recomendagdes da
OMS (Owen, 1980), considerando-se T1 <3 cm; T2 = 3-5 cm; T3> 5 cm. Foi adicionalmente
dividido dicotomicamente, por conveniéncia estatistica, considerando cada um dos valores
limite, ou seja, em menores que 3 cm vs. iguais ou maiores que 3 cm e em menores ou iguais a
5 cm vs. maiores. O nimero de tumores foi agrupado considerando: 1 tumor, 2 tumores e mais
de 2 tumores. A idade foi considerada como a idade da cadela a cirurgia pelo facto de, na maior
parte dos casos, ndo haver indicacéo por parte dos donos de quando a massa tumoral teria sido
detetada, sendo que a maior parte afirma que a detecdo terd sido recente, independentemente
do nivel de desenvolvimento tumoral. Assim, as classes em que os animais foram agrupados
foram, em anos, correspondentes aos intervalos: [6;8[; [8;10[; [10;12[; [12;14[; [14;16]e
[16;18]. Considerou-se também a divisdo de cadelas em novas (com menos de nove anos) e
velhas (com nove anos ou mais), a semelhanca do estudo de Gama et al. (2009). Para a analise
do estadiamento TNM considerou-se cada um dos estadios como classe da variavel, tal como
para o grau de malignidade se considerou cada um dos graus atribuidos. Adicionalmente, foram
feitas dicotomias usando como valor de separacdo cada um dos estadios e consideradas as
dicotomias de tumores de grau | de malignidade ou superior e tumores de grau Il de
malignidade ou inferior. Quanto a classificacdo histopatolégica, as categorias existentes
corresponderam a carcinoma mamario de tipo complexo, carcinoma mamario de tipo simples,
carcinoma mamario de tipo especial (de células escamosas), sarcoma (osteossarcoma)
mamario, carcinossarcoma mamario e adenoma mamario.

As variaveis que consistem da expressao de marcadores moleculares foram categorizadas como
consta no capitulo da avaliacdo imunohistoquimica. Assim, para HER-2 temos as classes
negativo (score 0, 1 e 2) e positivo (score 3). As associacdes foram feitas quer considerando a
divisdo em classes de positivo/negativo, quer considerando a divisdo por score. Também para
RP foram consideradas as duas formas de caracterizagdo dos tumores: em termos de score
numéricos de Allred e em termos de classificacdo em positivo/negativo. Para as CK5/6 temos
as classes negativo (percentagem de marcacao até 10% das células) e positivo (percentagem de
marcacao superior a 10%). Finalmente, para o Ki-67 aplicAmos 4 diferentes classificacdes, pela
variacdo de valores de cut-off recomendados. Seguindo as recomendacdes de cut-off de Pefa:
consideramos um indice proliferativo alto (mais de 25% de ndcleos marcados), um indice
proliferativo intermédio (entre 10% e 25% de nlcleos marcados) e um indice proliferativo baixo
(menos de 10% de nucleos marcados). Consideramos também, como descrito anteriormente, a

dicotomizagdo dos tumores utilizando como cut-off Unico o valor de indice proliferativo
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superior. Seguindo os trabalhos de Gama (2008b) temos apenas um indice proliferativo alto ou
baixo, com o cut-off correspondente a mediana. Finalmente, por ORPHEOQ (2014) temos um
indice proliferativo alto ou baixo com cut-off definido nos 20%. Para a classificacdo molecular
consideraram-se apenas os tipos: Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo e Basal, sendo
excluidos os Nao-Classificados. Sendo classificados os tumores epiteliais para 0s quais se
conseguiu avaliar a expressao dos marcadores moleculares necessarios, 0s sarcomas ndo foram

considerados e, para os carcinossarcomas foi considerada a avaliagdo da parte carcinomatosa.

IV 5.2 Analise univariada por curvas de Kaplan-Meier

Para a avaliacao do valor progndstico das variaveis estudadas, quer a nivel de TS quer a nivel
de TLD, foram geradas curvas de sobrevivéncia pelo método de Kaplan-Meier e foi utilizado o
Log-rank test para a comparacdo estatistica das diferentes curvas, tendo sido considerado
estatisticamente significativo o valor de p <0.05. Como critérios de exclusdo para este estudo
foram considerados o tratamento adjuvante pos-cirurgia (quimioterapico), a impossibilidade de
seguimento cabal (quer por inexisténcia de dados constante nas fichas, quer por
indisponibilidade de dados fornecidos pelos clinicos pelos donos) e, apenas para o estudo de
TLD, a cirurgia ndo constituir um tratamento curativo (remanescendo massas tumorais
mamarias).

Né&o foram utilizados para os estudos de TS e TLD os dados referentes as cadelas cujos tumores

analisados correspondiam j&, em si, a recidiva de tumor surgido anteriormente.
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Capitulo V - Resultados

V 1. Dados descritivos
V 1.1 Variaveis clinicopatologicas
V 1.1.1 Estudo de casos

Neste estudo foram recolhidos dados referentes a 41 cadelas, com apresentacdo de neoplasias
mamarias exclusivamente benignas (n=2; 4,88%) ou a apresentacdo de pelo menos uma
neoplasia mamaria maligna (n=39; 95,12%), de idades compreendidas entre os 6 e 0s 15 anos
(n=38; média 11,03 +2,455 anos; mediana 11,00 anos). Divididas as idades em classes de
intervalos, a mais prevalente foi a dos 12 a 14 anos (n=11; 28,95%), seguindo-se as dos 10 a 12
anos (n=10; 26,32%), dos 8 aos 10 anos (n=7; 18,42%), dos 14 aos 16 (n=6; 15,79%) e,
finalmente, a dos 6 aos 8 com a menor prevaléncia (n=4; 10,53%). Considerando a
dicotomizacdo de cadelas em nova/velha temos 11 (28,9%) com idade inferior a 9 anos e 27
(71,05%) com idade superior a 9 anos.

Das 38 cadelas em relacdo as quais havia informacdo disponivel, no momento da cirurgia, 8
(21,05%) haviam sido submetidas a esterilizacdo (ovariohisterectomia-OVH) anteriormente ao
aparecimento da patologia mamaria (embora depois dos dois anos e meio de idade) e 30
(78.95%) ndo haviam sido submetidas a qualquer processo de esterilizacdo. Para 8 destas
ultimas (26,67%) a OVH foi realizada simultaneamente a mastectomia. As médias de idades de
aparecimento de tumores mamarios em cadelas ovariohisterectomizadas e ndo s&o,
respetivamente, 11,32+2,144 anos e 10,88+3,182 anos.

Vinte e uma das cadelas foram identificadas como sendo de raca pura (51,22%) e 20 (48,78%)
de raca indeterminada. As racas das cadelas que se apresentaram a consulta foram, por ordem
decrescente de frequéncia: Caniche (n=5; 12,2%), Yorkshire Terrier (n=3; 4,9%), Cocker
Spaniel (n=2; 4,9%), Golden Retriever (n=2; 4,9%), Pastor Alemdo (n=2; 4,9%), Samoedo
(n=2; 4,9%), Cdo de Agua (n=1; 2,4%), Labrador (n=1; 2,4%), Ledo da Rodésia (n=1; 2,4%)
Podengo (n=1; 2,4%) e Shar-Pei (n=1; 2.4%).

Foram observadas simultaneamente lesdes mamarias benignas e malignas em 4 (10,26%)
animais. As duas cadelas com neoplasia exclusivamente benigna apresentaram uma Unica leséo
mamaria identificavel, correspondendo a um adenoma mamario numa e ectasias ductais na
outra. Das 26 cadelas com neoplasias multiplas (56,09%), 13 (50,00%) tiveram apresentacéo a
nivel de apenas uma cadeia mamaria e 13 (50.00%) apresentacdo bilateral. Das cadelas com

pelo menos uma neoplasia maligna (n=39), 13 (33,33%) apresentaram apenas um tumor e 26
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(66,67%) apresentaram tumores multiplos, sendo que 10 (25,64%) apresentaram 2 tumores e
16 (41,02%) apresentaram 3 ou mais tumores. A média de lesGes tumorais por cadela foi de
2,41+1,659 (mediana 2,00 tumores; intervalo entre 1 e 8 tumores).

Para 4 (10,26%) cadelas com lesdo maligna, a cirurgia nao foi curativa, remanescendo massas
tumorais a ser retiradas em cirurgia posterior. Para as restantes 35 (89,74%), a cirurgia consistiu
na extirpacao completa das massas tumorais identificadas.

Considerando as informac6es disponiveis, verificou-se metastizacao regional em 2 (5,13%) de
35 cadelas para as quais foram recolhidos linfonodos e ndo se verificou metastizacdo distante
(pulmonar) em nenhuma das 32 cadelas submetidas a exame radiogréafico toracico.

Cada neoplasia maligna de tipo epitelial foi classificada de acordo com o sistema TNM, tendo
sido considerada, para o estadiamento clinico de cada animal, a de maior gravidade. Foi
possivel, de acordo com as informacdes disponiveis, realizar o estadiamento clinico para 29
animais, considerando-se entdo 18 animais (62,07%) no estadio I, 4 (13,79%) no estadio Il, 5
(17,24%) no estadio 111 e 2 no 1V (6,90%).

Para o estudo associativo de variaveis relacionadas com o animal foi necessario escolher um
tumor representativo para cada cadela. As caracteristicas dos tumores selecionados séo aqui
sumariamente descritas e apresentadas na Tabela 6.

O tamanho tumoral variou entre 0s 0,3 e 0s 18 cm (n=41; média 2,85+2,971; mediana 2,00cm).
De acordo com o sistema de classificacdo por tamanhos da OMS (Owen, 1980) verificou-se a
existéncia de 28 tumores T1 (<3cm; 68,3%), 8 tumores T2 (3-5 cm; 19,5%) e 5 tumores T3 (>5
cm; 12,2%). Os tumores benignos pertenceram as categorias T1 e T2. Os tipos histoldgicos
diagnosticados compreendem 1 osteossarcoma mamario (2,44%), 1 carcinossarcoma mamario
(2,44%), 3 carcinomas mamarios de celulas escamosas (7,32%), 15 carcinomas mamarios
simples (36,58%), 19 carcinomas mamarios complexos (46,34%), 1 adenoma mamario (2,44%)
e 1 lesdo correspondente a ectasias ductais (2,44%). Foi atribuido um grau de malignidade a 38
destes tumores, havendo 11 (28,95%) com grau | de malignidade, 14 (36,84%) com grau Il de
malignidade e 13 (34,21%) com grau Il de malignidade. Considerando apenas as cadelas com
patologia maligna, verificou-se diferenciacdo mesenquimatosa em 15 (38,46%) dos tumores,

infiltracdo celular linfocitica em 6 (15,38%) e necrose intratumoral em 16 (41,02%).

V 1.1.2 Estudo de tumores

Considerando todas as cadelas e um total de 99 lesGes mamarias, os tipos histoldgicos

diagnosticados encontram-se discriminados na Tabela 6. Dentro dos carcinomas mamarios
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complexos (n=57; 57,58%) foram diagnosticados 27 (27,27%) carcinomas tubulares e 30
(30,30%) carcinomas tubulopapiliferos. Os carcinomas mamarios simples (n=24; 24,24%)
dividiram-se em 13 (13,13%) carcinomas tubulares, 10 (10,10%) carcinomas tubulopapiliferos
e 1 (1,11%) carcinoma anaplasico. Foram diagnosticados, dentro dos tipos especiais de
carcinoma, 5 (5,56%) carcinomas de células escamosas. Ainda nos carcinomas malignos foram
também diagnosticados 1 sarcoma (osteossarcoma) mamario (1,11%) e um carcinossarcoma
mamario (1,11%). Considerando as lesbes benignas, foram diagnosticados 4 adenomas
mamarios simples (4,44%) e 6 ectasias ductais (6,67%). Finalmente, um dos tumores foi
diagnosticado como melanoma maligno (1,11%). Foi atribuido o grau de malignidade a 86
tumores malignos, inserindo-se 30 (34,88%) tumores no grau | de malignidade, 37 (43,02%)
no grau Il e 19 (22,10%) no grau I11 de malignidade.

Num total de 98 tumores para os quais existia informacéo sobre a sua localizacao, 17 (17,35%)
mostraram sede nas glandulas toracicas (cranial e caudal, direita e esquerda), 2 (2,04%)
apresentaram uma localizacdo intermédia entre as glandulas toracicas e abdominais, 58
(59,18%) localizaram-se nas glandulas abdominais, 2 (2,04%) apresentaram uma localizacéo
intermédia entre as glandulas abdominais e inguinais e 19 (19,39%) localizaram-se nas
glandulas inguinais. Considerando, a semelhanca de Quaresma (2008), a divisdo das glandulas
em craniais (as toracicas), médias (abdominais craniais), caudais (abdominais caudais e
inguinais) e multiplas (a afetar mais que uma glandula), encontrdmos: 17 (17,35%) tumores
craniais, 19 (19,39%) médios, 54 (55,10%) caudais e 8 (8,16%) mdltiplos.

Para as massas excisadas houve, em termos de diametro do eixo maior, uma amplitude de
valores entre 0s 0,2 e 0s 18 cm (n=99; média 2,04+2,15 cm; mediana 1,50 cm). De acordo com
o sistema de classificacdo por tamanhos da OMS verificou-se a existéncia de 79 tumores T1
(<3cm; 79,80%), 15 tumores T2 (3-5 cm; 15,15%) e 5 tumores T3 (>5 cm; 5,05% ).

Para os 86 carcinomas mamarios verificou-se diferenciacdo mesenquimatosa cartilaginea em
26 (30,23%), Ossea em 3 (3,49%) e simultaneamente dssea e cartilaginea em 9 (10,46%),
perfazendo um total de 38 (44,17%) tumores com diferenciacdo mesenquimatosa e 48 (53,93%)
carcinomas mamarios malignos sem qualquer tipo de diferenciacdo. Dos 4 adenomas, 2 deles
apresentaram diferenciacdo cartilaginea e 1 dssea.

Considerando a totalidade de neoplasias malignas (n=88), ndo se verificou permeacao vascular
em nenhuma das lesdes, incluindo aquelas onde se verificou a existéncia de um processo de
metastizacdo regional, verificando-se a existéncia de necrose em 18 (20,45%) destas e de

infiltracdo celular linfoide em 8 (9,09%).
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Tabela 6: Variaveis clinicas e anatomopatologicas: distribuicdo por casos e tumores.

Variaveis Clinicas e Anatomopatoldgicas

CASOS

n/[n(%)]

TUMORES

n/[n(%)]

TODAS AS CADELAS

TODOS OS TUMORES

Idade (classes) 38 Tipo histolégico 99
[6; 8] 4 (10,53%) Carcinoma complexo 57 (57,58%)
[8; 10[ 7 (18,42%) Carcinoma simples 24 (24,24%)
[10; 12[ 10 (26,32%) Carcinoma de células escamosas 5 (5,56%)
[12; 14 11 (28,95%) Carcinossarcoma 1(1,11%)
[14; 16] 6 (15,79%) Osteossarcoma 1(1,11%)
Idade (nova/velha) 38 Adenoma 4 (4,44%)
<9 11 (28,95%) Ectasias ductais 6 (6,66%)
>9 27 (71,05%) Melanoma maligno 1(1,11%)
Raca 41
Pura 21 (51,22%) Localizagéo do tumor 98
Indeterminada 20 (48,78%) Craniais 17 (17,35%)
Status reprodutivo 38 Medial 19 (19,39%)
Inteira 30 (78,95%) Caudais 54 (55,10%)
Esterilizada antes de mastectomia 8 (21,05%) Muiltipla 8 (8,16%)
Esterilizada aquando da mastectomia 8 (26,67%)
Tipo histolégico 41 Tamanho do tumor 99
Carcinoma simples 15 (36,58%) <3cm 79 (79,80%)
Carcinoma complexo 19 (46,34%) 3-5¢cm 15 (15,15%)
Carcinoma de células escamosas 3 (7,32%) >5¢cm 5 (5,05%)
Carcinosarcoma 1 (2,44%)
Sarcoma 1 (2,44%) APENAS TUMORES MALIGNOS
Adenoma 1 (2,44%)
Ectasias ductais 1 (2,44%) Grau histologico 86
Grau histologico 38 Grau | 30 (34,88%)
Grau | 11 (28,94%) Grau Il 37 (43,02%)
Grau Il 14 (36,84%) Grau lll 19 (22,10%)
Grau lll 13 (34,21%)
CADELAS COM PATOLOGIA MALIGNA Necrose 88
Esterilizada aquando da mastectomia | 5 (17,85%) Ausente 70 (79,54%)
Extirpacéo total 39 Presente 18 (20,45%)
Néo 4 (10,26%)
Sim 35 (89,74%) Diferenciacdo mesenquimatosa 86
Tamanho do tumor 39 (apenas carcinomas)
<3cm 27 (69,23%) Ausente 48 (53,93%)
3-5¢cm 7 (17,95%) Presente 38 (44,17%)
>5cm 5 (12,82%)
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Tabela 6 (continuacdo) - Variaveis clinicas e anatomopatologicas: distribuicdo por casos e

tumores.
Variaveis Clinicas e Anatomopatoldgicas (cont.)

CASOS n/ [n(%)] TUMORES n/ [n(%)]
Necrose 39 Infiltracdo linfocitica 88
Ausente 23 (58,97%) Ausente 80 (90,90%)
Presente 16 (41,02%) Presente 8 (9.09%)

Infiltrac&o linfocitica 39
Ausente 33 (84,62) Permeacdo vascular 88
Presente 6 (15,38%) Ausente 88 (100,00%)
Diferenciacdo mesenquimatosa 39 Presente 0 (0,0%)
Ausente 24 (61,54%)
Presente 15 (38,46%)
Metastase linfonodos 35
Ausente 33 (94,28%)
Presente 2 (5,71%)
Metastase distante 32
Ausente 32 (100,00%)
Presente 0 (0,00%)
TNM 29
Estadio | 18 (62,07%)
Estadio Il 4 (13,79%)
Estadio 111 5 (17,24%)
Estadio IV 2 (6,90%)

V 2. Analise estatistica

V 2.1 Analise univariada- Associagdo entre variaveis
V 2.1.1 Variaveis clinicas e clinicopatologicas

V 2.1.1.1 Estudo de casos

Como mencionado anteriormente, para cada um dos casos foi selecionado apenas um tumor
que o representasse, considerando-se as caracteristicas desse para a realizacdo de associacdes
entre variaveis.

A idade ao aparecimento dos tumores em cadelas néo foi associada estatisticamente a nenhuma
outra variavel verificando-se, contudo, uma tendéncia para aparecer mais precocemente nas
cadelas de raca pura que nas de raga indeterminada (p=0.074). Procurou-se uma associagdo
entre a pureza da raca e o status reprodutivo e, com significado estatistico (p=0.016), verificou-
se gque as cadelas de raga pura foram significativamente mais submetidas a ovariohisterectomia.

Também nestas se verificou uma tendéncia (p=0.074) para os tumores serem de tamanho
87



inferior a 3 cm, havendo para as de raca indeterminada uma tendéncia para serem de tamanho
superior.

A ocorréncia de metastizacdo em linfonodos foi estatisticamente associada ao estadio TNM IV
(p=0.002), embora se tenha verificado ja uma tendéncia para a ocorréncia preferencial de

metastizacdo em cadelas em estadio TNM superior a 1l (p=0.052).

V 2.1.1.2 Estudo de tumores

Assumindo os 3 cm como valor base da dicotomizagédo dos tumores em termos de dimensdes,
foram encontradas associacgdes significativas com a necrose intratumoral (p=0.004, com maior
ocorréncia de necrose com o aumento do tamanho) e com a infiltracdo celular linfocitica
(p=0.037, com maior ocorréncia de infiltragdo com o aumento de tamanho). Passando a
considerar o tamanho de 5 cm, as relagcbes de dependéncia do tamanho com a necrose
intratumoral e a infiltracdo celular mantém-se, verificando-se a manutengéo do significado
estatistico em relacdo a necrose (p=0.016) mas perdendo-se em relacdo a infiltracdo linfocitica
depois da correcdo de Fisher (p=0.087). Com a classificacdo histopatoldgica ndo se conseguiu
chegar a associa¢des com significado estatistico, apesar de se ter verificado a tendéncia para,
com os tumores divididos em <3 cm ou >3 cm, 0s carcinomas simples serem tendencialmente
menores que 0s complexos (p=0.084), tendéncia que se mantém mas esbate, quanto ao
significado estatistico, quando considerados 0s tumores maiores ou menores/iguais a 5 cm
(p=0,228). Para esta ultima divisdo, a tendéncia é para os carcinomas simples e complexos
apresentarem dimensdes inferiores aos restantes tumores malignos (p=0.073).

Encontraram-se associagdes estatisticamente significativas entre a classificacdo histopatologica
(considerando apenas os carcinomas epiteliais) e a infiltracdo celular linfocitica (p=0.024) com
esta a ocorrer mais frequentemente em tumores de classificacao histopatoldgica considerada de
maior malignidade (de células escamosas) que menor (simples e complexos). Esta associacao
e tendéncia mantém-se quando considerada a divisdo dos carcinomas apenas em simples e
complexos (p=0.071) com uma maior proporcao de infiltracdo nos carcinomas de tipo simples
e, quando considerada a separacdo dos carcinomas escamosos dos simples+complexos
(p=0.099), a tendéncia de ocorréncia de infiltracdo é maior para os carcinomas de tipo
£scamoso.

Para uma melhor avaliacdo da linearidade das associacBes com o grau histolégico de
malignidade, consideraram-se, adicionalmente, as duas divisdes dicotdmicas dos tumores: em

de grau | ou superior e de grau Il ou inferior. Considerando primeiramente os 3 graus de
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malignidade, a separacdo dos tumores entre complexos/simples e restantes resultou numa
associacgéo estatisticamente significativa (p=0.020), com a tendéncia para o grau de malignidade
Il ser respeitante aos tipos histolégicos considerados mais malignos (carcinossarcoma e
carcinomas de células escamosas). Considerando a dicotomizagdo dos tumores em de grau
inferior e igual a Ill, além desta associacdo se manter, mantém-se também o significado
estatistico (p=0.041), perdendo-se este, no entanto, quando o limiar de separacéo dos tumores
de acordo com o grau passa a considerar o grau | como cut-off. Para as restantes associa¢des
entre o grau histolégico de malignidade e o tipo histopatologico, os valores significativos a
nivel estatistico ou as tendéncias verificadas encontram sempre maior expressao quando a
separacdo diz respeito ao limiar do grau Ill de malignidade. Considerando os carcinomas
complexos, simples e de tipo escamoso, reencontramos a tendéncia supracitada (p=0.070), bem
guando apenas os tumores complexos e simples sdo considerados (p=0.065). Entre o grau de
malignidade e a necrose intratumoral encontrou-se uma associacdo estatisticamente
significativa (p=0.000), com o aumento da presenca de necrose intratumoral a medida que
aumenta também o grau de malignidade. Considerando as dicotomias relativas ao grau de
malignidade a associacdo mantém-se, bem como o significado estatistico (p=0.000 para a
divisdo considerando o grau Ill e p=0.026 para a divisdo considerando o grau I).

A diferenciagdo mesenquimatosa foi associada significativamente a tumores de graus | e 11 de
malignidade (p=0.031), a sua auséncia aos de grau IlI.

Para a infiltracdo celular linfocitica, encontrou-se uma maior tendéncia de ocorréncia nos
tumores de grau 111 de malignidade (p=0,070).

Verificou-se uma tendéncia de associacdo entre o desenvolvimento de metastases regionais e a

existéncia de tumores de graus Il e 11 de malignidade (p=0.085).

V 2.1.2 Marcadores moleculares

As intensidades de imunomarcacdo para cada um dos marcadores analisados encontram-se
resumidas na Tabela 7 e Tabela 8.

Para dois dos carcinomas néo foi possivel obter uma marcacao satisfatoria para a totalidade dos
marcadores por manifesta auséncia de qualidade dos tecidos submetidos a técnica
imunohistoquimica (nomeadamente a existéncia de uma forte componente mesenquimatosa que

condicionou a qualidade dos cortes efetuados).
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V 2.1.2.1 Avaliacéo da expressao de Ki-67

Como havia sido referido no capitulo respeitante a “Material e Métodos™, foram utilizados
varios valores cut-off para a diferenciacdo dos indices proliferativos em altos e baixos. Estando
os cut-off de Pefia e ORPHEO anteriormente descritos, resta clarificar que, de acordo com o
método adotado por Gama, o valor de mediana calculado correspondeu a 16,4319% de células
marcadas.

Considerando apenas 0s tumores representativos de cada caso e a caracterizacédo de cada animal
ao invés de cada tumor, foi possivel chegar a algumas tendéncias e associacdes significativas.
As cadelas de raga pura apresentaram, de acordo com o cut-off de Gama (p=0.034) e ORPHEO
(p=0.016), tumores de indices proliferativos mais baixos que as cadelas de raca indeterminada.
O indice proliferativo por Ki-67 e a idade ou o status reprodutivo a altura da mastectomia ndo
evidenciaram qualquer tipo de relacdo estatistica neste estudo. O estadio TNM IV foi associado,
de forma quase significativa aos tumores de maior indice proliferativo, considerando o cut-off
de 25% Pefia (p=0.052), ndo tendo sido encontradas nenhumas outras associagdes dignas de
registo com esta variavel.

Considerando agora todos os tecidos analisados, a marcacgédo de Ki-67 permitiu a avaliacdo dos
seus indices proliferativos em 75 cortes. No tecido normal verificou-se uma contagem
correspondente a 2,74% de células com ndcleos marcados, nas ectasias ductais a contagem
correspondeu a 3,01% de células e no adenoma mamario a percentagem de células com nicleos
marcados foi de 18,99%. Os tumores malignos (n=70) apresentaram um indice proliferativo
médio de Ki-67 de 21,00+14,28% (mediana 16,53%; intervalo 1,41% - 66,42%). O
carcinossarcoma apresentou um indice de Ki-67 de 25,56% e o osteossarcoma de 48,70%.
Considerando exclusivamente os carcinomas mamarios (n=68), o indice médio foi de
20,53+16,20% (mediana 16,21%) havendo para os carcinomas complexos (n=44) um indice
médio de 19,96+12,40 (mediana 16,53%), para os carcinomas simples (n=19) um indice médio
de 22,05+17,90% (mediana 14,51%) e para os carcinomas de células escamosas (n=5) um
indice médio de 19,79+14,39% (mediana 14,19%). Dentro dos carcinomas simples, o

carcinoma anaplasico (n=1) apresentou um elevado indice de Ki-67 (58,74%).
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Né&o foi encontrada qualquer associacdo de dependéncia estatisticamente significativa entre o
tipo histoldgico e o indice de Ki-67.

Os tumores de grau | de malignidade apresentaram uma média de indice de Ki-67 de
17,78+12,71% (mediana 15,89%), os de grau Il uma média de 17,1548,62% (mediana 15,72%)
e os de grau Il uma média de 20,00+16,63% (mediana 14,41%). Um elevado indice
proliferativo (> 25%) foi associado estatisticamente (p=0.028) aos tumores de grau histoldgico
de malignidade superior a .

Considerando o tamanho tumoral tivemos para a categoria T1 uma média de 19,04+12,35%
(mediana 15,66%) de células marcadas, para a categoria T2 uma média de 25,95+17,23%
(mediana 17,23%) e para categoria T3 uma media de 30,92+10,12% (mediana 25,85%).
Verificou-se uma relacdo de interdependéncia entre o tamanho tumoral e o indice de Ki-67 para
todas as categorizagdes, variando sempre no sentido direto (p sempre <0.05: divisao tricotomica
de Pefia com p=0.029; divisdo dicotdmica de Pefia p=0,014; divisdo de Gama p=0.029; divisdo
de ORPHEO p=0.011). Quando os tumores foram adicionalmente dicotomizados em tamanho
superior/igual ou inferior a 3cm e tamanho superior ou inferior/igual a 5cm, o significado
estatistico manteve-se para todos as categorizacdes exceto para a de ORPHEO e a divisdo dos
tumores em superiores/iguais e inferiores a 3 cm (p=0.082). Os valores de prova considerando
os tumores divididos em maiores/iguais ou menores que 3 cm foram p=0.039 segundo os
critérios de Pefia, p=0.015 segundo os critérios de para Gama e 0.082 segundo os critérios de
ORPHEO e, considerando os tumores divididos em maiores ou menores/iguais que 5 cm foram
p=0.015 segundo Pefia, p=0.025 segundo Gama e p=0.005 segundo ORPHEO. A média e a
mediana de indices de Ki-67 foram semelhantes para tumores com e sem diferenciacdo
mesenquimatosa (20,88+13,56%; mediana 16,43% e 20,62+14,83%; mediana 16,64%
respetivamente), assim como para 0s tumores com e sem infiltracdo celular linfocitica
(21,06£17,42%; mediana 15,25% e 20,68+17,89; mediana 16,65% respetivamente). Ndo foram
também encontradas associacdes significativas entre as variaveis. Ja em relacéo a existéncia ou
inexisténcia de necrose intratumoral, os valores compreendem alguma disparidade
(29,58+17,89%; mediana 27,62% e 18,86+12,41%; mediana 15,80%, respetivamente), o que
se reflete na relacdo entre as varidveis, havendo significado estatistico nas relacdes entre elas,
considerando todas as categorizagdes (p=0.008 para Pefia e p=0.004 para ORPHEO) exceto a
de Gama (p=0.083). Para todas, a necrose intratumoral verifica-se com maior frequéncia em
tumores de maior indice proliferativo.

Para os 8 tumores correspondentes aos animais nos quais se verificou metastizacdo local, a
média de Ki-67 foi de 38,99+8,75% (mediana 40,23%). Considerando todos os tumores foi

encontrada sempre uma dependéncia estatisticamente significativa entre o indice proliferativo
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de Ki-67 e a metastizacao regional (p <0.001 segundo os critérios de Pefia, p=0.001 segundo
Gama e p=0.002 segundo ORPHEQ). Para os casos em que foi detetado o envolvimento dos
linfonodos em processo metastatico, os tumores representativos de cada caso foram também
estatisticamente associados de forma significativa aos maiores indices proliferativos de Ki-67
segundo Pefia (p=0.014 para as 3 categorias e p=0.035 para o cut-off de 25%). Para os valores
de ORPHEO e Gama a tendéncia de os tumores de animais a partir dos quais ocorreu
metastizacdo serem de maior indice proliferativo manteve-se, apesar de se tornar cada vez mais
ténue com o decrescimento do valor cut-off considerado (p=0.174 e p=0.486 respetivamente).

As duas metéstases apresentaram indices proliferativos de 8,31% e 37,22%.

Quanto a relacdo com os restantes marcadores moleculares, ndo se encontrou qualquer relagéo
com a expressdo de RP (p= 0.700), embora pela analise dos dados se tenha verificado uma
ligeira tendéncia de relacdo inversa de expressao para todos os cut-off considerados.

Os indices de Ki-67 foram estatisticamente associados de forma significativa com a
classificacdo das CK5/6 quer considerando os valores segundo Pefia (p=0.014) quer segundo
ORPHEO (p=0.040), estando os tumores negativos as CK5/6 associados aos tumores de
maiores indices proliferativos. Verificou-se, em geral, uma tendéncia para 0os maiores indices
proliferativos corresponderem a tumores negativos a HER-2, embora o unico significado
estatistico encontrado (p=0.029) tenha sido para a divisao tricotomica segundo Pefia (p=0.098
na dicotdmica de Pefia com corre¢do de Fisher; p=0.116 segundo ORPHEO e p=0.140 segundo

Gama).

Figura 2: Exemplos de marcagdo positiva para Ki-67 em tecidos tumorais mamarios de cadela.

(Ampliacdo: barra corresponde a 20um.)

Para a classificagdo molecular temos, para os tumores inseridos no subtipo Luminal A uma
média de indice de Ki-67 de 13,05+49,40% (mediana 13,85%), no subtipo Luminal B
34,64+12,17% (mediana 29,68%), no subtipo HER-2 positivo 12,14+67,82% (mediana
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10,64%) e no subtipo Basal 23,98+20,22% (mediana 14,35%). O indice de Ki-67 foi associado
estatisticamente a classificacdo molecular, sendo o subtipo Luminal B o que contribuiu mais

fortemente para a significancia da associacao.

V 2.1.2.2 Avaliagéo da expressdo de RP

O tecido mamario normal apresentou um score de 7, 0 adenoma mamario e as ectasias ductais
um score de 5 e os carcinomas mamarios (n=67) tiveram a seguinte distribuicdo: score 0: 4
carcinomas mamarios (5,97%; 2 carcinomas simples e 2 carcinomas complexos); score 2: 6
carcinomas mamarios (8,96%; 3 carcinomas de células escamosas, 2 carcinomas simples e 1
carcinoma complexo); score 3: 8 carcinomas mamarios (11,94%; 7 carcinomas complexos e 1
carcinoma simples); score 4: 14 carcinomas mamarios (20,90%; 1 carcinoma de células
escamosas, 10 carcinomas complexos e 3 carcinomas simples, 1 dos quais anaplasico); score
5: 19 carcinomas mamarios (28,36%; 1 carcinoma de células escamosas, 8 carcinomas simples
e 10 carcinomas complexos); score 6: 7 carcinomas mamarios (10,45%; 1 carcinoma simples e
6 carcinomas complexos); score 7: 7 carcinomas mamarios (10,45%; 1 carcinoma simples e 6
carcinomas complexos); score 8: 2 carcinomas mamarios (2,98%, os dois carcinomas
complexos). Adotando o limiar de positividade utilizado para a classificagdo de tumores
mamarios na mulher, 14,92% dos carcinomas mamarios foram negativos aos recetores de
progesterona (n=10) e 85,07% positivos (n=57). Ao carcinossarcoma foi atribuido um score de
3. Néo foi possivel classificar o osteossarcoma.

Considerando apenas 0s casos, 29 (78,38%) cadelas apresentaram tumores positivos a PR e 8
(21,62%) cadelas tumores negativos a PR. De acordo com a distribuicdo por score Allred, 0s
tumores distribuiram-se da seguinte forma: 3 (8,11%) tumores de score 0, 5 (13,51%) tumores
de score 2, 7 (18,92%) tumores de score 3, 9 (24,32%) tumores de score 4, 8 (21,62%) de score
5,1 (2,70%) de score 6 e 4 (10,81%) de score 7. Foi feita uma média de score para comparagao
dos tipos histolégicos e obtiveram-se 0s seguintes valores: 4,70 para carcinomas complexos;
4,29 para carcinomas simples; 4,00 para o carcinoma anaplasico e 3,00 para carcinomas de
células escamosas e o carcinossarcoma. As duas metastases nos linfonodos apresentaram scores
de 0 e 3. Dos 7 tumores malignos primarios pertencentes aos animais nos quais se verificou
envolvimento dos linfonodos, apenas um foi classificado como negativo para RP,
contabilizando-se trés dos tumores no limiar de positividade (score 3), 2 tumores com score 4

e um com score 5.
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Em termos epidemioldgicos, a classificacdo dos tumores quanto aos recetores de progesterona
foi associada, de uma forma significativa (p=0.037), com o status reprodutivo (havendo maior
expressao nas cadelas ndo submetidas a qualquer procedimento de esterilizagdo) e com a pureza
da raca, verificando-se uma expressao mais significativa deste marcador (p=0.048) nas de raca
indeterminada. Em relacéo a idade néo se verificaram associa¢des com significado estatistico.
Os carcinomas mamarios de células escamosas foram, por oposi¢do ao grupo de tumores
formados pelos carcinomas simples e complexos, associados de forma estatisticamente
significativa a auséncia de imunoreatividade a RP (p=0,021). Da separacdo destes ultimos
resulta uma tendéncia para uma maior expressdo nos carcinomas complexos, embora aqui néo
significativa (p=0.179).

Os tumores com imunomarcagao negativa foram associados também ao grau 111 de malignidade
(p=0.038), correspondendo este grau a metade destes carcinomas.

Com as restantes varidveis analisadas ndo se encontraram associacfes significativas nem se

verificaram tendéncias dignas de serem mencionadas.

Figura 3: Exemplos de marca¢do ou auséncia para RP em tecidos tumorais mamarios de cadela.
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Legenda: A- Tecido sem marcacdo para RP; B- Tecido com marcagdo para RP.
Ampliacdo: barra corresponde a 20um

V 2.1.2.3 Avaliagdo da expressdo de HER-2

A avaliacdo da expressdo de HER-2 foi possivel em 73 amostras. O tecido mamario normal
apresentou um score de 1+, as ectasias ductais um score 2+, 0 adenoma mamario um score 3+
e 0 carcinossarcoma um score de 1+. A marcacdo de HER-2 na nossa amostra de carcinomas
mamarios malignos (n=67) resultou numa percentagem de 19,40 % de tumores HER-2 positivos

(score 3+: n=13), havendo nos tumores HER-2 negativos uma percentagem de tumores com
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um score=0 de 8,96% (n=6), com um score=1+ de 52,23% (n=35) e com um score=2+ (n=13)
de 19,40%.

Considerando os casos individualmente, 7 (18,92%) cadelas apresentaram tumores HER-2
positivos (score 3+), 5 (13,51%) apresentaram tumores com score 0, 19 (51,35%) apresentaram

tumores com score 1+ e 6 (16,22%) apresentaram tumores com score 2+.

Figura 4: Exemplos de marcagdo para HER-2 em tecidos tumorais mamaérios de cadela.

Legenda: A- score O; B- score 1+; C- score 2+; D- score 3+. Todas as imagens tém a mesma ampliacgao:
barra corresponde a 20pm.

Foram analisados 7 tumores dos 2 animais nos quais se verificou a ocorréncia de metastizacéo
regional. Para todos eles, a classificacdo correspondeu a um score 1+, considerando-se
negativos para HER-2. Ja as respetivas metastases em linfonodos corresponderam scores 2+ e
0. Dos tumores positivos a HER-2 (n=13), 61,54% corresponderam a carcinomas complexos
(18,18% do total destes) e 38,46% corresponderam a carcinomas simples (25,00% do total
destes), concluindo-se entdo da maior frequéncia nos carcinomas simples. Nos tumores de grau
111 de malignidade, 25,00% sobre-expressaram HER-2; nos de grau 1l de malignidade, 19,35%
e nos de grau | de malignidade, 14,28%. A grande maioria dos tumores positivos para HER-2
ndo apresentou necrose (92,30%) ou infiltracdo celular linfocitica (84,62%). O tamanho médio

destes tumores foi de 2,08+1,48cm (mediana 2,00; intervalo entre 0,5 e 6¢m).
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Para nenhuma das variaveis analisadas acima se encontrou uma relacdo de dependéncia com
significado estatistico. Verificou-se, no entanto, uma tendéncia de associacdo da sobre-
expressdo do HER-2 com indices proliferativos de Ki-67 menores, considerando qualquer um
dos cut-off (p=0.098 segundo Pefia, p=0.140 segundo Gama e p=0.116 segundo ORPHEO).

V 2.1.2.4 Avaliagdo da expressao de CK5/6

Tanto no tecido mamério normal como no adenoma e nas ectasias ductais verificou-se
imunoreatividade para as CK 5/6 nas células basais ou orientadas basalmente nas zonas
adenomatosas. Dos 67 carcinomas mamarios analisados, 65 (97,01%) foram considerados
positivos para este marcador, tal como apresentado na Tabela 8. No osteossarcoma e no
carcinossarcoma ndo se verificou imunoreatividade. Os cinco carcinomas mamarios escamosos
apresentaram uma marca¢do muito intensa, com uma média de 85,00% de células marcadas.
Considerando apenas os tumores representativos encontramos 3 (8,11%) cadelas com tumores
negativos para CK5/6 e 34 (91,89%) com tumores positivos. Todos 0s 7 tumores
correspondentes aos 2 animais nos quais se verificou metastizacdo apresentaram positividade a
imunomarcacdo enquanto uma das metastases se apresentou positiva a CK5/6 e a outra
negativa. Tendo em linha de consideracdo o facto de a grande maioria dos tumores serem
positivos para as CK5/6, optamos aqui por analisar mais detalhadamente os carcinomas nos
quais se verificou a auséncia dessa marcagdo. Os 2 carcinomas mamarios sem marcagao
apresentaram 2,5 cm de tamanho, ambos carcinomas simples, com grau | de malignidade, sem
diferenciacdo mesenquimatosa. Apenas um deles apresentava necrose intratumoral. Com estes
resultados foi encontrada uma tendéncia para os tumores ndo imunorreativos as CK5/6 nao
apresentarem necrose intratumoral, embora ndo se possa falar de uma associacdo
estatisticamente significativa (p=0.089). O mesmo se aplica a classificacdo histopatologica dos
tumores em simples e complexos, sendo os complexos associados a imunoreatividade ao CK5/6
e 0s simples associados a nao reatividade (p=0.081). Na avaliacdo dos indices proliferativos os
tumores imunorreativos a CK5/6 apresentaram um indice de Ki-67 inferior aos ndo reativos
(Pefia: p=0.014; ORPHEO p=0.040).

97



= \ o

Figura 5: Exemplos de marcacéo positiva para CK5/6 em tecidos tumorais mamarios de cadela.
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Legenda: Marcacdo menos (A) e mais (B) abundante para CK5/6 em carcinomas mamarios. As duas
imagens correspondem a tumores com marcacgdo positiva para CK5/6. Figura A com marcacdo mais
diferenciada de células mioepiteliais.

Ampliacgdo: barra corresponde a 20pm.

Tabela 8: Distribuicdo de imunomarcacdo para RP, HER-2 e CK5/6 por varidveis

clinicopatoldgicas
RP HER-2 CK5/6
negativo positivo negativo positivo negativo positivo

(n) (n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Classificacdo Histopatoldgica
Tecido mamario normal 1 0 0,0% 1 100,0% 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0%
Ectasias ductais 1 0 0,0% 1 100,0% 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0%
Adenomas mamarios 1 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0% 1 100,0%
Carcinomas mamarios 67 10 14,9% 57 85,1% 54 80,6% 13 19,4% 2 3,0% 65 97,0%
CM complexos 44 3 6,8% 41 93,2% 36 81,8% 8 18,2% 0 0,0% 44 100,0%
CM simples 18 4 22,2% 14 77,8% 13 72,2% 5 27,8% 2 11,1% 16 88,9%
CM de tipo escamoso 5 3 60,0% 2 40,0% 5 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 5 100,0%
Carcinosarcoma mamario 1 0 0,0% 1 100,0% 1 100,0% 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0%
Carcinomas metastaticos 7 1 14,3% 6 85,7% 7 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 7 100,0%
Metastase 2 2 100,0% 0 0,0% 2 100,0% 0 0,0% 1 50,0% 1 50,0%
Grau de malignidade
Grau | 21 3 14,3% 18 85,7% 18 85,7% 3 14,3% 0 0,0% 21 100,0%
Grau Il 31 2 6,5% 29 93,5% 25 80,6% 6 19,4% 1 3,2% 30 96,8%
Grau Il 16 5 31,3% 11 68,8% 12 75,0% 4 25,0% 2 12,5% 14 87,5%
Diferenciagdo mesenguimatosa
Néo 39 7 17,9% 32 82,1% 31 79,5% 8 20,5% 2 5,1% 37 94,9%
Sim 29 3 10,3% 26 89,7% 23 79,3% 6 20,7% 1 3,4% 28 96,6%
Necrose
Nédo 56 7 12,5% 49 87,5% 43 76,8% 13 23,2% 1 1,8% 55 98,2%
Sim 13 3 23,1% 10 76,9% 12 92,3% 1 7,7% 2 15,4% 11 84,6%
Infiltracdo celular linfocitica
Néo 61 9 14,8% 52 85,2% 49 80,3% 12 19,7% 3 4,9% 59 96,7%
Sim 8 1 12,5% 7 87,5% 2 25,0% 6 75,0% 0 0,0% 8 100,0%
Tamanho
<3 58 9 15,5% 49 84,5% 46 79,3% 12 20,7% 2 3,4% 56 96,6%
3-5 9 1 11,1% 8 88,9% 1 11,1% 8 88,9% 0 0,0% 9 100,0%
>5 3 0 0,0% 3 100,0% 2 66,7% 1 33,3% 1 33,3% 2 66,7%
Metastizacdo linfonodos
Néo 56 8 14,3% 48 85,7% a2 75,0% 14 25,0% 2 3,6% 54 96,4%
Sim 7 1 14,3% 6 85,7% 7 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 7 100,0%
Estadiamento TNM
| 42 7 16,7% 35 83,3% 32 76,2% 10 23,8% 2 4,8% 40 95,2%
11 4 0 0,0% 4 100,0% 3 75,0% 1 25,0% 0 0,0% 4 100,0%
11 4 3 75,0% 1 25,0% 3 75,0% 1 25,0% 0 0,0% 4 100,0%
vV 7 1 14,3% 6 85,7% 7 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 7 100,0%
Classificacdo molecular
Luminal A 27 0 0,0% 27 100,0% 27 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 27 100,0%
Luminal B 18 0 0,0% 18 100,0% 18 100,0% 0 0,0% 1 5,6% 17 94,4%
HER-2+ 13 1 7,7% 12 92,3% 0 0,0% 13 100,0% 0 0,0% 13 100,0%
Basal 9 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 9 100,0%
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V 2.1.3 Classificagdo molecular
V 2.1.3.1 Estudo de casos

Para as 39 cadelas com patologia mamaria maligna foi selecionado um tumor representativo,
de acordo com os critérios indicados no “Material e Métodos”.

Para duas cadelas os tumores selecionados corresponderam a lesdes mamaérias malignas
(osteossarcoma e carcinoma mamario simples) para as quais ndo foi possivel obter marcacdo
imunohistoquimica com qualidade suficiente para realizar uma classificacdo indubitavel. De
acordo com essa selecdo temos obtivemos, de 37 animais, 11 (29,73%) classificados no subtipo
Luminal A, 12 (32,43%) no subtipo Luminal B, 7 (18,92%) no subtipo HER-2 positivo, 6
(16,22%) no subtipo Basal e 1 (2,70%) entrou na categoria “Nao-Classificado”. A pureza da
raca foi associada a ocorréncia de tumores dos subtipos HER-2 positivo e Basal (p=0.029) por
oposicdo aos de subtipo Luminal A e B. Esta dependéncia assume ainda mais significado
estatistico (p=0.018) opondo apenas o Luminal B aos restantes.

Também a esterilizacdo das cadelas pareceu traduzir-se numa maior incidéncia de tumores do
subtipo Basal (p=0.052). Os tumores do subtipo Luminal B surgiram associados a cadelas com
apresentacdo de tumores isolados (p=0.058), por oposi¢do aos restantes subtipos, associados a

apresentacdo de tumores multiplos.

V 2.1.3.2 Estudo de tumores

De uma amostra de 70 tumores mamarios malignos (correspondentes a carcinomas e
carcinossarcoma mamarios), foi possivel fazer a classificacdo molecular para 68 deles. O
carcinossarcoma foi classificado no subtipo Luminal B, 1 carcinoma mamario foi inserido na
categoria “N&o-Classificado” e, dos restantes carcinomas mamarios (n=66) a distribuigéo foi
feita entre os diferentes subtipos: 27 (40,91%) carcinomas no subtipo Luminal A, 18 (27,27%)
no subtipo Luminal B, 13 (19,69%) no subtipo HER-2 positivo e 8 (12,12%) no subtipo Basal.
O subtipo Luminal A foi caracterizado pela negatividade da imunomarcacdo para HER-2
(p=0.001), a positividade de imunomarcacéo para RP (p=0.009) e baixo indice proliferativo de
Ki-67 pelas categorizacdes de Pefia (p= 0.000), ORPHEO (p=0.000) e Gama (p=0.001).

O subtipo Luminal B foi associado estatisticamente a auséncia da marcagdo para HER-2
(p=0.013), a indices proliferativos de Ki-67 elevados (p=0.000 para todas as categorizacdes) e

a ocorréncia de metastizacédo regional (p=0.010). Verificou-se também para este subtipo uma
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tendéncia para a imunopositividade de RP (p=0.052), a imunonegatividade a CK5/6 (p=0.077)

e a existéncia de necrose intratumoral (p=0.084).

Considerando todos os tumores de subtipos Luminais mantém-se o significado estatistico

quanto a auséncia de imunomarcacao para HER-2 (p=0.000) e marcacao de RP (p=0.000).

Para o subtipo molecular HER-2 foi encontrada apenas uma associacao significativa, com o

indice proliferativo de Ki-67 considerando o cut-off de Gama (p=0.047), havendo a tendéncia

para estes apresentarem menor indice proliferativo que os restantes.

Finalmente, o subtipo Basal foi associado a auséncia de positividade para RP (p=0.000) e aos

tipos histopatoldgicos de carcinomas considerados mais agressivos, 0s carcinomas de células

escamosas (p=0.011).

Tabela 9: Distribuicdo de Classificacdo Molecular por varidveis clinicopatolégicas.

Classificagio Molecular

Luminal A Luminal B Her-2 Basal

(n) (n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Classificagdo Histopatol6gica
Carcinomas mamarios 66| 27 40,9% 18 27,3% 13 19,7% 8 12,1% 100,0%
CM complexos 44 19 43,2% 14 31,8% 8 18,2% 3 6,8% 100,0%
CM simples 17 6 35,3% 4 23,5% 5 29,4% 2 11,8% 100,0%
CM de tipo escamoso 5 2 40,0% 0 0,0% 0 0,0% 3 60,0% 100,0%
Carcinosarcoma mamario 1 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 100,0%
Carcinomas metastaticos 7 1 14,3% 5 71,4% 0 0,0% 1 14,3% 100,0%
Metastase 1 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0% 100,0%
Grau de malignidade
Grau | 21 10 47,6% 5 23,8% 3 14,3% 3 14,3% 100,0%
Grau Il 31 12 38,7% 11 35,5% 6 19,4% 2 6,5% 100,0%
Grau Il 15 5 33,3% 3 20,0% 26,7% 3 20,0% 100,0%
Diferenciagdo mesenquimatosa
Nao 371 16 43,2% 9 24,3% 7 18,9% 5 13,5% 100,0%
Sim 29| 11 37,9% 9 31,0% 6 20,7% 3 10,3% 100,0%
Necrose
Néo 55 24 43,6% 13 23,6% 12 21,8% 6 10,9% 100,0%
Sim 12 3 25,0% 6 50,0% 1 8,3% 2 16,7% 100,0%
Infiltragdo celular linfocitica
Né&o 59| 24 40,7% 17 28,8% 11 18,6% 7 11,9% 100,0%
Sim 8 3 37,5% 2 25,0% 2 25,0% 1 12,5% 100,0%
Tamanho
<3 55| 22 40,0% 15 27,3% 11 20,0% 7 12,7% 100,0%
3-5 9 55,6% 2 22,2% 1 11,1% 1 11,1% 100,0%
>5 3 0,0% 2 66,7% 1 33,3% 0 0,0% 100,0%
Metastizagao linfonodos
N&o 54 25 46,3% 10 18,5% 13 24,1% 6 11,1% 100,0%
Sim 7 1 14,3% 5 71,4% 0 0,0% 1 14,3% 100,0%
Estadiamento TNM
| 411 18 43,9% 8 19,5% 10 24.4% 5 12,2% 100,0%
1 25,0% 2 50,0% 1 25,0% 0 0,0% 100,0%
1] 4 75,0% 0 0,0% 1 25,0% 0 0,0% 100,0%
v 7 14,3% 5 71,4% 0 0,0% 1 14,3% 100,0%

Nota: 1 carcinoma mamario “N&do-Classificado” ndo figura na tabela nem foi considerado.
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V 2.1.4 Metastases

Das 39 cadelas, para 4 ndo houve recolha de linfonodos aquando da cirurgia, sendo que para as
restantes 35 os linfonodos obtidos foram sempre 0s retromamarios (inguinais superficiais).
Observou-se metastizacao do processo neoplasico a nivel dos linfonodos em 2 (5,71%) das 35
cadelas estudadas. Cada uma delas apresentava varios tumores, sendo que para uma (Cadela 1)
foram-lhes atribuidos graus de malignidade de Il e 111, e para a outra (Cadela 2) de III.
Considerando-se os tumores epiteliais mais malignos de cada uma delas, observamos um
carcinoma mamario complexo tubulo-papilifero e um carcinoma escamoso, os dois de grau Ill
de malignidade, o primeiro com diferenciacdo mesenquimatosa e presenca de necrose e, para
qualquer um dos dois, a auséncia de infiltracdo celular linfoide ou permeacao vascular. Quanto
a expressdo de marcadores moleculares, 0s dois tumores apresentam caracteristicas muito
semelhantes: score 1+ para HER-2 em ambos, score de 3 e 2, respetivamente, para 0s recetores
de progesterona, positividade para CK5/6 (75% de marcacdo celular para os dois) e indices
proliferativos de Ki-67 altos (38,04% e 43,64%, respetivamente). Os dois tumores
apresentavam dimens@es dentro da categoria T1 (< 3cm). A segunda cadela apresentava ainda
um tumor mamario ndo epitelial, um osteossarcoma mamario com um indice proliferativo alto
(48,70%), de tamanho T3. Os linfonodos nos quais se verificou a ocorréncia de metastizacéo
foram também analisados quando a expressao de marcadores moleculares, ndo se verificando a
conservacao das caracteristicas dos tumores primarios nas metastases, como se pode verificar
na Tabela 10. Naturalmente, as classificagdes moleculares foram também divergentes entre o0s

tumores primarios e metastases.

Tabela 10: Comparacdo de parametros moleculares entre tumores mamarios primarios e suas

respetivas metastases.

Classificacao
Classificaco histopatologica molecular HER-2 PR CK5/6 | Ki-67
Carcinoma mamario tubulo
papilifero complexo de grau Ill Luminal B 1+ 3 75 0,3805
Cadela 1 de malignidade
Nao-
Metéastase em linfonodo - 2+ 0 1 0,0831
classificado
Osteossarcoma mamario - . . . 0,4870
Carcinoma mamario escamoso Basal
Cadela 2 o 1+ 2 75 0,4364
de grau Il de malignidade
Metastase em linfonodo Luminal B 0 3 95 0,3723
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Das 39 cadelas objeto de estudo, ndo houve a realizacdo de quaisquer exames de diagnostico
complementares que permitissem inferir sobre o decorrer de um processo de metastizacdo a
distancia em 4 delas. Das restantes 35, ndo houve evidéncia indubitavel de presenca de

metéstases em Orgaos distantes.

V 2.2 Analise de tempo de sobrevivéncia e tempo livre de doenca

V 2.2.1 Analise univariada- Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

Dos 41 animais em relagdo aos quais se pretendeu fazer estudos para a anélise do tempo de
tempo de sobrevivéncia (TS) e do tempo livre de doenca (TLD), tiveram de ser descartadas as
informacdes relativas a 11 e 13 animais, respetivamente, por ndo se verificarem os critérios de
inclusdo estipulados no inicio do estudo.

A andlise do TS diz respeito a 30 animais, dos quais 9 (30%) morreram ou foram eutanasiados
até a data que se considerou o término do seguimento, permanecendo 21 (70%) vivos, sendo
por isso censurados. Para a analise TLD, dos 28 animais que fizeram parte do estudo, verificou-
se a existéncia de metastizacdo ou recidiva em 14 deles, sendo os restantes 14 (50%)
censurados. O TS médio foi de 18,957 + 1,254 meses (intervalo de confianca 95% para limites
inferior e superior, respetivamente, 16,499 e 21,416 meses) e o TLD médio de 16,452+1,388
meses (intervalo de confianca 95% para limites inferior e superior, respetivamente, de 13,732
e 19,172 meses). Decorridos 6 meses da cirurgia 86,7% dos animais (n=26) encontravam-se
vivos, 82,1% (n=23) livres de doenga e aos 12 meses 80.0% (n=24) dos animais encontravam-
se vivos e 67,9% (n=19) livres de doenca.

Encontra-se disponivel na Tabela 11 o resumo dos valores de provae 0 TS e 0 TLD (em meses)
descritos nos capitulos que se seguem, referentes as caracteristicas que apresentaram valores
considerados de relevancia. Nao séo facultados todos os resultados, dada a grande extenséo de

encontrados, optando-se por apresentar apenas os analisados e discutidos.

V 2.2.1.1 Tempo de sobrevivéncia (TS)

O tamanho do tumor foi significativamente associado ao tempo de sobrevivéncia, quer
assumindo a sua categorizagdo como preconizada pela OMS (p=0,047), quer dicotomizando os
tumores em maiores ou menores de 3 cm (p=0,014). Considerando esta Gltima temos para 0s

tumores de tamanho < 3 cm uma sobrevivéncia média de 20,737+0.686 meses e para 0s tumores
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de tamanho >3 cm uma sobrevivéncia média de 14,455+2,647 meses. Da divisdo dos tumores
considerando 0s 5 cm, os tempos de sobrevivéncia para animais representados por tumores de
tamanho> 5cm e < 5 cm foram, respetivamente 15,750+£3.830 meses e 18,721+1,219 meses
(p=0.295).

A categorizacdo de Pefia para o indice de Ki-67 resultou também numa associacdo com
significado estatistico (p=0,038), contudo ndo foi possivel chegar a uma concluséo linear, ja
que os tumores de indice proliferativo intermédio apresentaram uma média de sobrevivéncia
superior quer aos tumores de indice baixo quer aos de indice mais elevado. A semelhanca do
que havia sido feito para outras associacOes, a dicotomizacéo adicional em tumores de indice
proliferativo inferior ou igual a 25% e superior ja permitiu encontrar uma tendéncia por anélise
de tempos médios de sobrevivéncia (20,077+1,238 meses e 14,000+3,156 meses
respetivamente), embora aqui ndo se possa falar de uma associacdo estatisticamente
significativa (p=0.071). Para nenhum dos outros cut-off de Ki-67 considerados se encontraram
resultados com significado estatistico, embora a tendéncia tenha sido sempre de maior tempo
de sobrevivéncia para os menores indices proliferativos: para cut-off de ORPHEO temos
p=0.600 e TS de 19,179+1,314 meses para Ki-67 baixo e 17,429+2,192 meses para alto e, para
cut-off de Gama, p=0.989 com TS de 18,698+1,492 meses para Ki-67 baixo e 18,125+1,972
meses para alto.

Todas as restantes associagBes ficaram aquém dos valores necessarios para que fossem
consideradas significativas a nivel estatistico mas, ainda assim, permitem inferir algumas
tendéncias a nivel de prognostico.

O tempo de sobrevivéncia do animal no qual foi detetado um processo de metastizacao regional
(12,000 meses) foi muito inferior ao dos animais nos quais se verificou a existéncia apenas do
processo neoplasico primario (19,565+1,239 meses) (p=0,064).

A anadlise de sobrevivéncia quanto ao estadiamento TNM (p=0,241) permitiu chegar a
resultados diferenciais para cada estadio, nomeadamente: 20,000+1,027 meses para estadio I,
15,333+5,443 meses para estadio 11, 14,800+3,537 meses para estadio 111 e 12,000+£0.000 para
estadio IV. Separando os animais em pertencentes aos estadios | e Il ou aos estadios Il e 1V
este diferencial torna-se ainda mais significativo (p=0.080) com sobrevivéncias médias de
19,067+1,447 meses e de 14,333£2,978 meses, respetivamente.

Quanto ao tipo histoldgico (p=0,081) verificaram-se diferencas entre as sobrevivéncias médias
dos animais representados por carcinomas de tipo complexo (20,917+£0,721 meses) e
carcinomas de tipo simples (15,692+2,397 meses). A cadela representada pelo osteossarcoma,
na qual se verificava ja a ocorréncia de metastizagdo a nivel dos linfonodos, teve uma

sobrevivéncia de 12 meses. A cadela representada pelo carcinossarcoma foi eutanasiada por
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razdes alheias a doenca em estudo pelo que ndo foi considerada nos estudos de sobrevivéncia.
Das 3 cadelas representadas por carcinomas escamosos apenas uma reuniu os critérios de
inclusdo para os estudos de sobrevivéncia, verificando-se, a altura do término do estudo, a
auséncia de recidiva ou morte.

Considerando o grau de malignidade (p=0.388) as sobrevivéncias médias foram de
20,875+1,988 meses para grau I, 19,000£1,458 meses para grau 1l e 14,286+3,154 meses para
grau I11 de malignidade (p=0.388).

O estudo da sobrevivéncia quanto a ocorréncia ou nao de infiltracdo celular linfocitica permitiu
chegar a um resultado quase significativo (p=0.056), com a infiltracdo linfocitica a surgir como
fator de progndstico negativo (sobrevivéncia de 12,200+3,526 meses vs. 20.028+1,185 meses
para casos representados por tumores sem infiltragéo).

Verificou-se uma tendéncia de melhor prognostico nos tumores malignos com diferenciacédo
mesenquimatosa que que nos tumores sem ela (p=0,110).

A andlise de TS considerando a existéncia de necrose intratumoral ndo permitiu chegar a
quaisquer conclusoes (p=0.946).

As cadelas ndo submetidas a OVH apresentaram tempos de sobrevivéncia superiores as
esterilizadas, com um p de 0.196: 19,811+1,251 meses para cadelas inteiras e 12,250+4,407
meses para cadelas esterilizadas. Por outro lado, a realizacdo de OVH simultdnea a mastectomia
surgiu sem significado como fator de prognéstico em termos de TS (p=0.890) mas revelando
uma tendéncia em termos de TLD (p=0.067), parecendo exercer um efeito nefasto.
Particularizando agora a analise aos marcadores moleculares, os animais com tumores
representativos RP negativos apresentaram um tempo médio de sobrevida (16,667+2,874
meses) inferior aos animais com tumores positivos (18,282+1,443 meses); p=0.847.

O tempo médio de sobrevivéncia para 0s animais com tumores HER-2 positivos foi de
13,250+2,678 meses, inferior ao tempo dos animais com tumores HER-2 negativos
(18,591+1,383 meses); p=0.274. A positividade ou negatividade as CK5/6 condicionou tempos
de sobrevida de, respetivamente, 18,149+1,366 meses e 16,000+0.000 meses; p=0.196.
Finalmente, considerando os 8 animais para os quais foi possivel o estabelecimento de uma
classificacdo molecular, a distribuicdo foi equitativa pelos quatro tipos, com 2 (25,00%) das
cadelas a representar cada um deles.

Os tempos médios de sobrevivéncia foram: 19,375+1,879 meses para Luminal A,
19,111+2,111 meses para Luminal B; 13,250+2,678 meses para HER-2 + e 15,800+3,315

meses para Basal; p=0.622.
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V 2.2.1.2 Tempo livre de doenca (TLD)

Como fatores de progndstico estatisticamente significativos a andlise univariada permitiu
apenas considerar o tamanho (p=0.034), verificando-se a recidiva/metastizacdo mais
precocemente em animais com tumores de didmetro de eixo maior superior ou igual a 3 cm
(12,727+2,378 meses) do que nos de tamanho igual ou inferior (18,235 £1,298 meses). Também
considerando como 5 cm o tamanho tumoral de referéncia se verificam tempos livres de doenga
superiores nos tumores de tamanho inferior (16,487+1,405 meses) que nos de tamanho superior
(13,000£3.240 meses), embora aqui ja ndo com o mesmo nivel de significancia (p=0.176). No
geral, considerando os tamanhos referéncia da OMS, a significancia calculada foi intermédia
(p=0,100). As outras variaveis serdo entdo avaliadas em termos de tendéncia de progndstico,
nomeadamente pelos tempos livres de doenca medios, ja que ndo tém significado estatistico.
Para os animais que haviam realizado OVH manteve-se a tendéncia de maior TLD para as
inteiras (p=0.634), embora para as que a realizaram simultaneamente & mastectomia se tenha
revelado uma tendéncia (p=0.067) de maior demora na recidiva da doenga (ndo permitindo os
dados, no entanto, fornecer estatisticas em termos médios desses tempos pelo nimero de casos
censurados, inferindo-se apenas por analise de curva).

Nos animais em que ja se verificava um processo de metastizacdo (p=0.143) a nova recidiva
ocorreu mais rapidamente do que naqueles em que os linfonodos permaneciam inalterados
(11,000£0.000 meses vs. 17,151+1,446 meses). O estadiamento TNM (p=0.362) dos animais
permitiu chegar a valores médios de tempo livre de sobrevivéncia menores a medida que se
avanca no estadio: estadio | com tempo médio de 17,200+1,554 meses; estadio Il com
15,33345,443 meses; estadio 111 com 13,200+3,091 meses e estadio IV com 11,000+0.000
meses. Quanto a classificacdo histologica (p=0,196) parece manter-se a tendéncia de um maior
TLD para tumores complexos (18,091+1,301 meses) que para simples (13,462+2,341 meses).
A cadela representada pelo osteossarcoma apresentou recidiva aos 11 meses e a representada
pelo carcinoma de células escamosas ndo apresentou qualquer evidéncia de recidiva até ao
término do estudo.

Para o grau de malignidade (p=0.776), os TLD foram maiores nos animais com tumores de grau
histologico de malignidade 11 (17,091+1,765 meses) seguidos de grau | (15,286%2,723 meses)
e de grau I11 (13,857£3,047 meses). A infiltracdo celular linfocitica mostrou bastante relevancia
pelo nivel de significado estatistico (p=0,057), verificando-se um tempo livre de doenca
bastante superior nos animais com tumores sem infiltracdo linfocitica (17,390+1,461 meses) do
que com infiltracdo (10,6000£2,975 meses). A andlise de sobrevivéncia considerando a

existéncia de necrose intratumoral ndo permitiu mais uma vez chegar a quaisquer conclusoes
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(p=0.918) e para a diferenciacdo mesenquimatosa manteve-se a tendéncia de maior tempo livre
de doenca quando presente (p=0.419).

Para os indices proliferativos de Ki-67, o TLD foi superior nos tumores com indice proliferativo
maior, para todos os cut-off. Para Pefia, com um p=0.169, temos 17,175+1,448 meses versus
11,500+£3.348 meses; para ORPHEO, com um p=0.224 temos 17,167+1,787 vs. 14,429+2,042
e, para Gama, com um p=0.447 temos 16,816+1,572 vs. 14,333+2,355.

Os animais representados por tumores RP negativos apresentaram um TLD (15,800+3,315
meses) ligeiramente superior aos animais com tumores positivos (15,132+1,559 meses), com
p=0.513. O TLD para animais com tumores HER-2 positivos foi de 13,250+2,678 meses,
inferior ao tempo dos animais com tumores HER-2 negativos (15,450+1,571 meses), com
p=0.941. A positividade ou negatividade as CK5/6 condicionou os TLD de, respetivamente,
15,636+1,482 meses e 10,000+0.000 meses, com p=0.153. Os TLD para os diferentes subtipos
moleculares tumorais foram: 15,250£2,262 meses para o Luminal A; 15,875+2,465 meses para
0 Luminal B; 13,250+2,678 meses para 0 HER-2 + e 14,500+3,881 meses para o0 Basal.
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Tabela 11- Resumo de valores de prova, de TS e de TLD para as variaveis analisadas

TS TLD
Variawis
p Tempo (meses) p Tempo (meses)
) inteira 19,811 17,359
Status reprodutivo 0.179 0.634
OWH 12,250 12,250
i 3 3 ndo 14,653 b
OVH simu Itan_ea a : 0.890 0.067 )
Mastectomia sim 12,000 b)
T1 20,737 18,235
T2 13,286 0.100 12,286
T3 15,750 13,000
Tamanho (OMS) <3cm 20,737 0,034 18,235
>3cm 14,455 . 12,727
<5cm 18,721 16,487
0.295 0.176
>5cm 15,750 13,000
lassificacs carcinoma complexo 20,917 18,091
Classfficagao 0.081 0.196
Histopatologica
carcinoma simples 15,692 13,462
osteosarcoma a) 12,000 a) 11,000
1 20,875 15,286
Grau Histolégico 1 0.388 19,000 0.776 17,091
1] 14,286 13,857
auséncia 18,717 15,765
Necrose 0.946 0.918
presenca 17,700 16,200
i . auséncia 20,028 17,390
Infiltracdo 0.056 0.057
presenca 12,200 10,600
i jaca auséncia 17,083 14,875
Diferenciacao 0.110 0.419
mesenquimatosa presenca 20,077 17,636
Metastizaca 3 | auséncia 19,565 17,151
etastizagao regiona 0.064 0143
(linfonodos) presenca 12,000 11,000
1 20,000 17,200
1 15,333 15,333
0.241 0.362
i 1] 14,800 13,200
Estadiamento TNM
v 12,000 11,000
1+11 19,067 16,769
0.080 0.134
1+ 1v 14,333 12,833
<10% 14,500 14,000
Ki-67 Pefia tricotomica 10% - 25% 0.038 21,188 0.363 17,600
>25% 14,000 11,500
i 5 <25% 20,077 17,175
Ki-67 Pefa 0.071 0.169
>25% 14,000 11,500
. <20% 19,179 16,816
Ki-67 ORPHEO 0.600 0.447
>20% 17,429 14,333
i < mediana 18,698 17,167
Ki-67 Gama - 0.989 0.224
>mediana 18,125 14,429
negativo 16,667 15,800
RP — 0.847 0.513
positivo 18,282 15,132
negativo 18,591 15,450
HER-2 — 0.274 0.941
positivo 13,250 13,250
negativo 16,000 10,000
CK5/6 — 0.196 0.153
positivo 18,149 15,636
Luminal A 19,375 15,250
ificaca Luminal B 19,111 15,875
Classificacdo 0622 0.986
Molecular Her-2 13,250 13,250
Basal 15,800 14,500

a) Pelo facto de ser o Unico representante do tipo histolégico ndo se usou em associagdo com variaveis
de TSe TLD.

b) O nimero de casos censurados ndao permitiu chegar a um valor numérico estatistico de TS e TLD.
Gradacdo de cinzentos evidencia valor estatistico de associacdes: estatisticamente significativas e
tendenciais.
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Capitulo VI - Discussao

VI 1. Caracterizacdo tumoral e estudo de prognostico de acordo com variaveis
epidemioldgicas e clinicopatoldgicas
VI 1.1 Estudo descritivo

Com o objetivo de caracterizar os tumores mamarios malignos caninos, para além de se ter
procedido a determinacdo dos seus perfis moleculares, importou conhecé-los e descrevé-los
primariamente a partir da forma como tém sido historicamente caracterizados, ou seja, de uma
perspetiva clinica e anatomopatoldgica. O aparecimento de um novo paradigma na forma de
reconhecer estes tumores vem, ao invés de demarcar caminhos divergentes, abrir novos
caminhos de conhecimento pela articulacdo entre os ja trilhados e os que agora se revelam.
Assim, ndo sendo preferencial objetivo deste estdgio uma caracterizacdo em termos
epidemioldgicos ou mesmo clinicopatoldgicos, sdo estas as caracteristicas, muito mais
amplamente estudadas, que vao surgir como elo de ligacdo e traducdo ao que se consegue
inferir desta nova forma de avaliar os tumores mamarios.

Iniciando-se a analise pelo estudo de casos e considerando os tumores representativos de cada
animal, o nimero de cadelas com apresentacdo de patologia maligna foi em muito superior ao
numero de cadelas com neoplasia exclusivamente benigna, contrariando os resultados dos
estudos citados na revisdo bibliogréfica (41 a 53%) (Misdorp et al., 2002; Gupta et al., 2012).
Estes resultados poderdo ser justificados pela influéncia que a situa¢do socioeconémica terd na
celeridade com gue os donos, detetando no seu animal um sinal de doenca que, nas suas fases
iniciais de desenvolvimento ndo compromete grandemente a normalidade do seu
comportamento, acorrem com este ao veterinario. Sendo de conhecimento geral a importancia
da cirurgia como primeira linha de tratamento nos processos tumorais e tratando-se esta de um
procedimento considerado oneroso para uma boa parte dos donos, a identificacdo ou
consciencializacdo para a resolucdo do problema tende a ser adiada (Zuccari et al., 2008). E
também bastante evidente, quer pela consulta da histéria clinica dos animais, quer por
experiéncia anterior em contexto hospitalar que, frequentemente, € o proprio clinico o
responsavel pela detecdo de massas mamarias no decurso do exame de estado geral, quando o
dono procurou afinal os servicos veterinarios motivado pela existéncia de uma outra afecdo,
com sinais de mais premente resolucdo. O atraso em relacdo ao diagnostico de patologia
mamaria pode traduzir-se numa transformacgdo maligna de doencas que inicialmente teriam um

diagnoéstico e prognostico muito mais favoraveis (Antuofermo et al, 2007; Stratmann et al.,

108



2008; Sorenmo et al., 2009; Mouser et al., 2010). A idade de ocorréncia da doenca mamaria
(média de 11 anos) verificou-se dentro dos intervalos documentados (Palta et al., 2000; Gupta
et al., 2008; Gupta et al., 2012; Sennazli et al., 2015) tal como a ocorréncia de multiplicidade e
bilateralidade de tumores (Sorenmo et al., 2003; Sorenmo et al., 2009; Im et al., 2013). Nos
estudos que englobam cées apresentados a consulta, sdo normalmente os de raca indeterminada
guem apresenta a maior incidéncia de tumores mamarios em termos absolutos, talvez pelo facto
de serem também os que existem em maior nUmero e 0s mais acessiveis a qualquer dono.
Apesar de na maior parte dos estudos se verificar uma maior prevaléncia nas cadelas de raca
pura, justificando a raca como fator de risco (Dorn et al, 1968; Gupta et al., 2012), julgamos
que uma justificacdo cabal para a equidade casuistica no nosso estudo serd, precisamente, a
especificidade da populacdo de cdes existente na &rea em termos raciais. Verificaram-se 0s
padrdes raciais documentados como de maior risco. Também em relacdo a outras variaveis
analisadas, a amostra de cadelas presentes no estudo podera ndo ser representativa da
populacdo, mas filtrada pela disponibilidade econdmica. Nesse sentido, poder-se-a encontrar
uma relacéo entre a pureza da raga (sendo que estas sdo muitas vezes obtidas por aquisi¢ao
comercial) com a opcdo de realizacdo eletiva de OVH e com a procura dos servicos veterinarios
numa fase mais precoce da doenca. De facto, as cadelas de raca pura e indeterminada constituem
dois grupos distintos (p=0.016) quanto ao status reprodutivo, tendo as de raca pura sido
significativamente mais submetidas a este procedimento cirdrgico. De uma amostra
praticamente equitativa em termos de incidéncia destes tumores em cadelas de raca pura ou
indeterminada, resultou que os tumores de menores dimensdes pertenceram tendencialmente as
cadelas de raga pura e nestas 0 aparecimento (que pode ser interpretado como detecdo) de
tumores se deu a idades mais precoces. Ainda assim, a média de idades de aparecimento de
tumores mamarios em cadelas ovariohisterectomizadas foi ligeiramente superior a das inteiras.
A salientar o facto de, apesar de alguns donos considerarem a OVH conveniente ou benéfica,
as particularidades do seu papel protetor quanto ao aparecimento de patologia mamaria ndo é
conhecido, uma vez que para nenhuma das cadelas esta se realizou no periodo em que
constituiria uma diminuicdo do risco de doenca (antes dos 2 anos e meio de idade). De facto,
nos estudos de sobrevivéncia, as cadelas inteiras apresentam maiores TS e TLD, embora o nivel
de significancia estatistica nos leve a descartar o valor destas informagdes como relevantes.
Também a realizacdo de OVH como procedimento contemporaneo a mastectomia ndo permitiu
chegar a conclusdes relativamente a influéncia no TS, mas parece ser de alguma forma
tendencialmente nefasta em relacéo ao reaparecimento da doenca (por analise de curva, Anexo
F), indo ao encontro de alguns estudos previamente publicados (Morris et al., 1998; Philibert et

al., 2003).
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A ocorréncia de metastizacdo em linfonodos foi, naturalmente, estatisticamente associada ao
estadio TNM 1V (p=0.002). Verificou-se, no entanto, que existe j& esta tendéncia de associagéo,
anivel quase significativo (p=0.052), para animais de estadio superior a Il. Para nenhuma destas
variaveis se encontraram, nos estudos de sobrevivéncia, associa¢cbes com valor estatistico
significativo que permitam defini-las claramente como fatores de progndéstico, embora a analise
dos TS e TLD permita tirar ilagdes sobre o seu significado que véo de encontro ao documentado
e expectavel. A existéncia de doenga metastatica a altura do diagnéstico est4 associada a um
tempo de sobrevivéncia inferior em mais de 6 meses a que se verifica nos animais nos quais
apenas se detetou a existéncia do tumor primario, mantendo-se 0 mesmo diferencial temporal
quanto a tendéncia de recidiva. Também analisando a sobrevivéncia dos animais de acordo com
0 estadiamento TNM, este mostra ser uma boa ferramenta de prognoéstico pela forma como
permite escalonar as expectativas de sobrevivéncia e tempo livre de doenca. A referir que, pela
divisdo dicotomica do estadiamento em estadios igual ou inferior a Il vs. superior a Il, cuja
condicionante de integragdo numa e noutra divisao € primeiramente o tamanho tumoral (<5cm
ou> a5 cm) e considerando que a ocorréncia de metastizacdo € representada por apenas dois
casos, se confirmou a importancia da avaliacdo do tamanho na defini¢do do progndstico, quer
pelo nivel de associagdo com a metastizacdo presente no momento do diagnostico (como
vimos), quer pelo nivel de significado estatistico considerando a anélise de TS (p=0.080).

Na anélise que considerou a totalidade dos tumores, confirmou-se a sua maior prevaléncia nas
glandulas mamarias localizadas mais caudalmente (Peleteiro et al., 1993b; Misdorp et al., 2002,
Sorenmo et al., 2009), o que se atribui ao maior crescimento, peso, lobularidade, secre¢édo e
frequéncia de no6dulos hiperplésicos nestas glandulas. O tamanho tumoral médio foi também de
encontro ao citado na literatura (Quaresma, 2008), assim como a frequéncia de diferenciacao
mesenquimatosa (Cassali et al., 2012). A auséncia de permeacdo vascular pode ser atribuivel
ao facto de a sua identificacdo estar dependente da analise a um Unico corte do tumor, isto €,

uma porcao infima da area tumoral (tanto mais infima quanto maior o tumor).

VI 1.2 Estudo associativo

Em termos de prognostico varios fatores tém sido repetidamente confirmados como influentes,
constituindo-se alguns como fatores independentes de prognostico em varios estudos de analise
multivariada. Alguns dos reiteradamente consensuais sdo o tamanho tumoral (De las Mulas et
al., 2005, Santos et al., 2015), o tipo histologico (Hellmén et al., 1993), o grau histologico (Pefia

et al., 1998; Sarli et al., 2002; Karayannopoulou et al., 2005), a metastizacdo a nivel de
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linfonodos (Pérez-Alenza et al., 1997; Nieto et al., 2000) e o estadiamento clinico TNM
(Sorenmo et al., 2013; Cassali et al., 2014).

Adicionalmente outros fatores tém vindo a ser estudados e, ndo sendo t&o consensual o seu
valor prognostico, a medida que os estudos se tornam mais abundantes vao sendo gradualmente
mais considerados. Entre estes estdo a necrose intratumoral (De las Mulas, 2005), a infiltracéo
linfocitica (Kim et al., 2013), a diferenciacdo mesenquimatosa (Cassali et al., 2012) e a
identidade imunofenotipica, identificada pela expressdo de marcadores moleculares bem como
a respetiva classificagdo molecular (Santos et al, 2013; Im et al, 2014). Numa primeira fase
procurou-se relacionar as variaveis mais amplamente estudadas. O tamanho tumoral foi
associado significativamente com a necrose intratumoral e com a ocorréncia de infiltracdo
celular linfocitica. Sendo numerosos os estudos que associam um maior tamanho tumoral a um
pior prognostico (Bostock, 1975; Else & Hannant, 1979; Kurzman & Gilbertson, 1986; Schofer
etal., 1989; Hellmén et al, 1993; Yamagami et al; 1996; Pefia et al., 1998; Philibert et al., 2003),
a necrose intratumoral é ja também, um critério assente para a definicdo de malignidade
(Goldshmidt et al, 2011), estando associada a uma elevada taxa de crescimento de tumores
malignos (condicionante da necrose isquémica). Estas caracteristicas estdo entdo ndo apenas
estatisticamente associadas mas causalmente relacionadas (razdo pela qual em estudos
multivariados, onde a necrose entra como variavel, em se afirmando o tamanho tumoral como
fator de progndstico independente, a necrose ndo o é). Realcamos o facto de esta relacdo se
manter estatisticamente significativa independentemente do tamanho considerado (p=0.004
para cut-off de 3 cm e p=0.016 para cut off de 5 cm).

Os tumores da categoria T1 (<3 cm) foram associados a melhores TS (p=0.014) e TLD
(p=0.034), permitindo a sua estratificacdo relativamente a estes parametros (aproximadamente
6 meses de diferenca para ambos). Resultados muito semelhantes foram reportados por Santos
et al. (2015). No nosso estudo, também considerando os tumores T3 (>5cm), se verificaram
diferengas em relacdo a ambos os parametros, na continuidade da tendéncia de pior prognostico
com o aumento de tamanho, embora estas diferencas ndo tenham ja sido significativas, e com
diferencas em termos de tempos de aproximadamente 3 meses.

A necrose intratumoral, por sua vez, ndo permitiu a divisdo em grupos significativamente
diferentes nos estudos de sobrevivéncia, tal como havia acontecido nos estudos de Santos
(2013). Tendo este parametro sido significativamente associado a outros documentados como
de mau progndstico e, mesmo neste estudo, especificamente com o tamanho (fator de
prognoéstico mais forte), julgamos que o critério de escolha dos tumores representativos de cada
animal bem como a pequena dimensé&o da amostra poder&o justificar estes resultados. Em varios

estudos, o critério de selecdo do tumor é o tamanho deste sendo que, no nosso estudo, tumores
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mais pequenos foram escolhidos em detrimento de maiores, por apresentarem caracteristicas
histopatoldgicas consideradas de maior malignidade.

Também a infiltragdo linfocitica foi anteriormente associada a capacidade invasiva e a
progressao tumoral, bem como a um menor TS (Kim et al., 2013). Em rela¢do ao tamanho, é
na divisdo dos tumores em maiores ou menores que 3 cm que esta associacdo se verifica com
mais significado (p=0.037 para 3 cm e p=0.087 para 5 cm), sendo as duas variaveis influentes
no mesmo sentido em termos de prognostico e relacionando-se em sentido direto. As diferencas
de prognostico em termos de TS e TLD estdo muito proximas da significancia estatistica,
estando a infiltracdo linfocitica ndo apenas associada a menor TS (p=0.056 com diferenca
aproximada de 8 meses) mas também a um menor TLD (p=0.057 com diferenca aproximada
de 7 meses). Verificou-se a tendéncia, embora sem significado estatistico, para os tumores de
classificacdo histopatologica considerada mais maligna apresentarem maior tamanho a altura
do diagnostico, o que se pensa estar associado a uma maior taxa de crescimento destes. Também
aqui o cut-off de 3 cm permitiu resultados com maior significado estatistico. Ja com a infiltracdo
linfocitica, esta encontrou-se significativamente associada aos tipos histolégicos de maior
malignidade (p=0.024) quando considerados apenas os carcinomas epiteliais, sendo a tendéncia
de ocorréncia de infiltracdo sucessivamente decrescente dos carcinomas de células escamosas
para os simples e para 0os complexos. No estudo de Kim (2013) este ndo conseguiu encontrar
uma associacao estatisticamente significativa entre o grau da infiltracdo linfocitica e tipo
histologico mas, tal como no nosso estudo, verificou que o grau mais elevado de infiltracdo era
mais frequente nos carcinomas de células escamosas. Entre tipos histoldgicos diferentes, as
diferencas mais assinalaveis em termos de sobrevivéncia foram relativas a comparacdo entre
carcinomas de tipo simples e complexo, sendo mais significativas relativamente ao TS
(p=0.081) que ao TLD (p=0.196). Para ambos se confirmou um melhor prognéstico para os
complexos, que se julga estar relacionado com o papel protetor que a componente mioepitelial
confere a este tipo de neoplasia, pela supresséo de proliferagéo e invasdo tumoral (Santos et al.,
2013).

Para as associagfes do grau de malignidade com outras variaveis patoldgicas, o grau Il de
malignidade parece assumir-se como melhor cut-off de separacdo de grupos, permitindo
encontrar uma tendéncia, com valor estatistico significativo (p=0.041), de atribuicdo deste aos
tipos histopatologicos considerados mais malignos (carcinoma de células escamosas e
carcinossarcoma). Considerando-se as duas subdivisdes dicotdmicas entre carcinomas (simples
e complexos vs. tipos especiais ou simples vs. complexos), verificou-se uma tendéncia, proxima
do nivel significativo, para os carcinomas de maior malignidade apresentarem maior grau

histologico (p=0.070 e p=0.065 respetivamente). Esta melhor adequabilidade da separacdo dos
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tumores em grau | + Il versus Il ndo € inédita, havendo ja sido utilizada por varios autores
(Karayannopoulou., et al., 2005; Santos et al., 2013; Santos et al., 2015), de forma de encontrar
significado estatistico para associa¢fes univariadas relativas ao grau histoldgico. Julga-se que
0 que estara na base desta diferenca sera a necessidade de uma melhor “calibragdo” ao sistema
de atribuicdo de grau histolégico aos tumores mamarios caninos, ja que se trata ainda de uma
adaptacéo, talvez ainda algo incipiente, de um sistema desenhado para caracterizar os tumores
mamarios humanos (Santos et al., 2015). N&o existem ainda estudos prospetivos suficientes
para que se considere um método de atribuicdo de grau histologico a TMC universalmente
aceite.

Uma das associagdes mais expressivas foi a do grau histolégico com a necrose tumoral, sendo
aqui indiferente, para a ocorréncia de significado estatistico, a dicotomizacdo considerada
(p=0.000 na divisdo I+Il vs. Il e p=0.026 na divisdo I vs. lI+111), corroborando o papel da
necrose na identificacdo da malignidade anteriormente proposto por Goldschmidt et al. (2011).
Uma outra associagdo significativa encontrada foi a da maior ocorréncia de diferenciagéo
mesenguimatosa nos tumores de graus | e Il de malignidade, estando a sua auséncia associada
aos tumores de grau I11 de malignidade (p=0.031). Este resultado corrobora estudos anteriores
(Yamagami, Kobayashi, Takahashi & Sugiyama, 1996; Cavalcanti et al., 2006; Cassalli et al,
2012) nos quais 0s carcinomas em tumores benignos mistos foram associados a uma
sobrevivéncia média 2 a 3 vezes superior a outros carcinomas mamarios caninos, constituindo-
se como fator de prognostico positivo e considerando-se um fator de protecéo contra o risco de
morte associada a neoplasia. Também nos nossos estudos de sobrevivéncia se verificou um
maior TS nos tumores com diferenciagdo mesenquimatosa, (p=0.110), mas com uma
sobrevivéncia superior em apenas 3 meses (de 17 para 20 meses).

Apesar de sem significado estatistico (p=0.070), verificAmos uma maior tendéncia de
ocorréncia de infiltracdo celular linfocitica nos tumores de grau 111 de malignidade, o que vai
ao encontro do potencial maligno desta caracteristica ja descrito. Quanto ao desenvolvimento
de metastases regionais, a sua auséncia foi associada aos tumores de grau | de malignidade,
com uma maior tendéncia de metastizacdo associada aos tumores de grau Il e I11 (p=0.085), tal
como havia sido descrito no estudo de Pefia et al. (2013). Os estudos de sobrevivéncia
permitiram confirmar a diminui¢do do TS com o aumento do grau de malignidade, embora sem

significado estatistico.
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VI 2. Caracterizacdo de metastases

Para os dois casos nos quais houve metastizagdo para os linfonodos regionais ndo se verificou
a conservacdo de caracteristicas imunofenotipicas dos tumores primarios para as metastases
identificadas e analisadas, a semelhanca do que acontece para a mulher (Falck, Ferno, Bendahl
& Rydén, 2013). Esta auséncia de similaridade verificou-se quer em termos de marcacao
individual de marcadores quer em termos de classificagdo molecular considerada. Sendo para
muitos autores a via hematdgena a considerada a preferencial na disseminacdo de células
neoplasicas para 0s sarcomas mamarios, estudos recentes evidenciaram que existe afinal uma
similaridade nas formas de disseminacdo linfatica e hematdgena (Hellmén, 2014), pelo que este
tumor é também considerado para comparacdo, como possivel fonte de células responsaveis
pela metastizacdo no linfonodo.

As explicacdes para as diferencas de caracteristicas entre 0s tumores primarios e as lesdes
secundarias a estes fogem um pouco ao ambito desta dissertacdo que, ja por si, se revela algo
extensa, pelo que deixamos apenas uma sugestdo de investigacao a este proposito no sentido de
verificar se, tal como na mulher, o perfil das lesdes metastaticas tende a apresentar maior
agressividade. Como ultimo apontamento notamos que, entre 0s tumores primarios epiteliais
que terdo estado na base do processo metastatico, existe como elemento comum a evidéncia de
uma elevada taxa proliferativa pelo indice de Ki-67, uma imunomarcacao pouco expressiva do
recetor hormonal analisado e uma elevada expressdo da CK5/6, caracteristicas consideradas

apanagio de agressividade tumoral.

VI 3. Caracterizacdo tumoral e estudo de progndstico de acordo com imunoexpressao de
marcadores moleculares
V1 3.1 Ki-67

O Ki-67 tem sido o marcador estudado mais exaustivamente para a avaliacdo da proliferacdo
celular tumoral. Apesar de alguns autores (Thomas et al., 1993; Gasparini et al., 1994;)
reportarem resultados inconsistentes quanto ao seu valor prognoéstico no cancro da mama na
mulher, este foi validado desde muito cedo em varios estudos de anélise univariada (Barnard,
Hall, Lemoine & Kadar, 1987; Vielh et al., 1990; Leonardi et al., 1992; Kadtur et al, 2011),
tendo mesmo sido considerado, por analise multivariada, um fator independente de prognéstico
(Wintzer et al., 1991; Tahan, Neuberg, Dieffenbach & Yacoub et al., 1993; Veronese et al.,

1993; Pefia et al., 1998; Ferreira et al., 2009; Santos et al., 2013). Os resultados obtidos de
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estudos relacionados com os TMC tém sido consistentes com os obtidos para a mulher,
particularmente em relagcdo a forma como a avaliacdo do seu indice proliferativo se associa com
outras variaveis clinicopatoldgicas, com maior ou menor valor progndstico, e os estudos de
sobrevivéncia.

Neste estudo, utilizando a divisdo tricotomica de Pefia, o indice de Ki-67 foi associado
significativamente com a sobrevivéncia (p=0.038), apesar do TS no grupo proliferativo
intermédio ser superior ao dos tumores de indices baixo e alto, sucessivamente. Passando a
analise considerando o cut-off 25%, os animais com tumores de indice proliferativo mais baixo
apresentaram um tempo de sobrevivéncia aproximadamente seis meses superior aos animais
com tumores de indices proliferativos mais elevados (p=0.071). Esta diferenca dilui-se a
medida que se considera um menor valor de cut-off. Para os TLD as tendéncias sé&o
sensivelmente as mesmas, embora aqui ndo se encontrem valores estatisticamente significativos
para nenhuma das variacdes utilizadas.

O facto de o nimero de animais representados por tumores de indice proliferativo intermédio
(Pefia) ser muito superior, quer ao de tumores de indices altos quer de baixos, pode estar na
base da distribui¢do de sobrevivéncia que comecamos por analisar. Uma outra razdo podera ser
a inadequacao, ainda, do valor de cut-off considerado. N&o existe ainda um consenso quanto ao
valor cut-off a utilizar neste tipo de estudos, que variam grandemente entre eles como temos
vindo a verificar. O facto de se ter escolhido um tumor de entre varios num animal para o
representar é também sempre, em si, um facto a ter em consideracao. Sera que se o critério de
escolha do tumor para cada animal que apresentava multiplos tivesse sido o0 maior indice de Ki-
67, haveria diferencas a assinalar nos resultados? E qual seria, nesse caso, a influéncia que essa
escolha teria na relacdo de associacdo entre todas as restantes varidveis e restantes estudos de
distribuicdo e de sobrevivéncia? O facto de existir uma tdo grande heterogeneidade tumoral
aliado ao facto de ser tdo comum a apresentacdo de tumores multiplos em cadelas traduz-se na
necessidade de uma escolha de critérios que vai, absolutamente, condicionar todos os resultados
subsequentes. Como chegar a uma unanimidade de critério para a escolha do tumor
representativo? Neste estudo assumimos, com base nos resultados dos tempos de sobrevivéncia,
gue o elevado indice proliferativo Ki-67 representa um fator de prognostico negativo.

A associagdo da pureza da raga com menores indices proliferativos podera estar relacionada
com fatores ja anteriormente discutidos, nomeadamente o facto de as cadelas de raga pura serem
significativamente diferentes no que diz respeito ao seu status reprodutivo (esterilizadas) e
apresentarem uma tendéncia de apresentacdo de tumores de menores dimensoes.

A varidvel em relacdo a qual se estabeleceu uma relacéo de interdependéncia mais expressiva

foi o tamanho, sendo evidente, pela analise descritiva, 0 aumento do indice de Ki-67 com o
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aumento do tamanho tumoral. Estatisticamente, foram procuradas associagdes de 6 formas
diferentes: dividindo duplamente os tumores em maiores ou menores que 3 cm e maiores ou
menores que 5 cm, e utilizando para cada uma das divisOes trés cut-off diferentes de
proliferacdo. Encontraram-se associacdes significativas em 5 destas 6 combinacdes, sendo que
na excecgdo se continua a verificar a associacao, apesar de ndo ser significativa estatisticamente.
Estes resultados justificam-se plenamente pelo facto de este marcador ser altamente especifico
da proliferagdo celular, indo de encontro aos resultados de varios estudos (Ferreira et al., 2009;
Sorenmo et al., 2009), tanto para a espécie canina como para a humana (Wintzer et al., 1991),
onde se verificou esta mesma relacdo, apesar de ndo simultaneamente para varios cut-off e
limiares de tamanhos.

Também em termos da relacdo com o tipo histoldgico, a marcacéo obtida para o Ki-67 permitiu
confirmar o seu valor na avaliacdo da taxa de crescimento de populacdes celulares,
nomeadamente pela comparacdo das medias obtidas no tecido mamario normal (2,74%), nas
ectasias ductais (3,01%), no adenoma mamario (18,99%) e nos tumores mamarios malignos
(21,00%). Como expectavel, o indice proliferativo apresentou um crescendo com a malignidade
dos tecidos. A existéncia de uma diferenca pouco consideravel entre 0 adenoma e 0s tumores
malignos pode ser justificada quer pela desigualdade dos tamanhos da amostra das duas
categorias, quer pela grande heterogeneidade encontrada a nivel dos tumores malignos.

Dentro dos TMC e, considerando valores méedios quanto aos tipos histoldgicos, 0os tumores com
o indice de Ki-67 mais elevado foram o osteossarcoma e o carcinossarcoma (48,70% e 25,56%,
respetivamente), aos quais se seguiram o0s carcinomas simples (21,02%), os carcinomas
complexos (19,96%) e os carcinomas de células escamosas (19,79%). O carcinoma anaplasico
apresentou, dentro dos carcinomas simples, um indice proliferativo muito elevado (58,74%).
Nos estudos de Kadthur (2011) os carcinomas de células escamosas apresentaram marcacao em
21,24% das células, sendo este o tipo histolégico com maior indice de Ki-67 e também o mais
maligno. Em termos percentuais as marcagdes obtidas para tumores deste tipo no nosso estudo
e no de Kadthur (2011) ndo foram muito diferentes, mas no nosso estudo este foi o tipo
histolégico maligno com menor percentagem de marcacdo. Nao sendo também expressivas as
divergéncias de marcacdo entre os carcinomas, e verificando-se uma maior marcacdo dos
carcinomas simples em relagdo aos complexos, julgamos que se os carcinomas de células
escamosas tivessem uma maior representacdo na amostra (n=5) os nossos resultados poderiam
ter encontrado uma maior paridade com os do autor supracitado. Tal como nos estudos de Pefia
et al. (1998), apesar da expressdo deste marcador aumentar com a malignidade, ndo foi
encontrada qualquer associagéo estatisticamente significativa entre o tipo histologico e o indice

de Ki-67. J4 em relacdo ao grau histoldgico de malignidade, foi encontrada uma associagao
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estatisticamente significativa (p=0.028), estando os tumores de indice proliferativo inferior a
25% associados ao grau | e os de indice superior aos graus Il e 11l de malignidade. O grau de
malignidade é, como vimos, estabelecido a partir de 3 pardmetros dentro dos quais consta a
avaliacdo do indice mitotico (ou contagem mitotica), ele proprio uma ferramenta interessante
de prognostico no sentido de permitir também estimar o nivel de proliferacdo celular de uma
forma econdmica e relativamente imediata. Tendo sido j& verificada uma correlacdo positiva
entre a contagem mitotica e o indice de Ki-67 (Dutra et al., 2008; Cassali et al., 2014), estes
resultados vao, ainda que de uma forma algo indireta, de encontro ao ja previamente publicado,
onde o grau de malignidade | e o valor de indice proliferativo escolhido por Pefia (25%) sdo 0s
cut-off mais adequados para a avaliacdo estatistica desta relacdo. Estranhamente, em termos
quantitativos as médias de Ki-67 indicam uma maior proximidade de valores entre os graus | e
I1 do que entre 11 e 111, pelo que julgamos que a dispersdo encontrada para cada uma das classes
tera sido um fator importante no significado estatistico da associacao.

Quando ocorreu infiltracdo linfocitica, apesar de nos tumores se verificarem indices
ligeiramente superiores, ao contrario de nos estudos obtidos por Zuccari (2008) ndo foi
encontrada uma associa¢do com significado estatistico. A presenca de necrose intratumoral
surge também claramente associada a indices proliferativos mais elevados, existindo evidéncia
estatistica muito forte desta associacdo quando foram considerados os valores cut-off mais
elevados (25% [p=0.008] e 20% [p=0.004]). Tendo ja sido discutido o valor progndstico da
necrose intratumoral quando associada ao tamanho tumoral e respetivas interdependéncias, esta
associacdo enquadra-se perfeita e coerentemente nos achados anteriores.

Considerado em muitos estudos um fator independente de progndstico de metastizacdo, de TS
e de TLD (Misdorp et al., 1976; Pefia et al., 1998; Nieto et al., 2000; Sarli et al., 2002; Zuccari
et al., 2004; Ferreira et al., 2009), este marcador teve uma expressdo exuberante em todos 0s
tumores provenientes de animais nos quais ocorreu este processo (entre 35,72% e 45,44%).
Para Pefia, (1998), um valor cut-off de 24% definiu a percentagem acima da qual a
probabilidade de desenvolvimento de metéstases aumentou em 99%. Como haviamos referido,
consideramos a recomendacao de cut-off (25%) de Cassali (2014), obtida a partir dos estudos
de Pefia, para definir os tumores de indice proliferativo alto. Os 19 tumores considerados nesta
categoria (Ki-67 >25%) pertencem a 14 animais, ndo havendo possibilidade de verificar da
existéncia de metastizacdo a nivel dos linfonodos para 4 deles. Podemos concluir entdo que,
considerando um limiar de 25% de marcacdo de Ki-67, a metastizacdo foi detetada em 20%
desses animais (2 de 10). No estudo de Pefia (1998), o indice de Ki-67 variou entre 1 e 31%
enguanto no nosso entre 1 e 66%, pelo que a distribuicdo de indices proliferativos foi

notoriamente diferente, 0 que pode estar na base da disparidade de resultados. Para Santos et
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al. (2013), por exemplo, a amplitude de valores distribuiu-se entre 0s 6,5% e 0s 84,2%, o que
nos leva a considerar que ndo sera uma falha técnica o que estara na base da disparidade, mas
antes que as diferencas de dimens&o e a heterogeneidade de amostras condicionem o estudo de
conjuntos de tumores completamente diferentes e se chegue a caracterizagGes necessariamente
diferentes dos grupos. Por ultimo, uma outra possibilidade de justificacdo para a baixa detecao
de metastases na totalidade destes prende-se com a disponibilidade de linfonodos para analise.
Para efeitos de discussdao, convém admitir a possibilidade de ter ocorrido metastizacdo para
linfonodos ndo analisados. Dos 8 casos nos quais ndo se verificou metastizacéo, 4 deles tiveram
localizacdo nas glandulas toracicas e abdominais craniais. Como haviamos visto, 0s sitios
preferenciais de drenagem destas glandulas incluem os linfonodos axilares propriamente ditos,
os linfonodos axilares acessorios e 0s esternais. Em nenhum destes casos estes linfonodos foram
recolhidos ou analisados. Dos restantes 4 tumores, 1 teve localizacdo a nivel das glandulas
abdominais caudais, havendo a possibilidade de ter ocorrido metastizacdo para os linfonodos
iliacos mediais. Partindo destas consideragdes existiria a possibilidade de ocorrer, acima do
limiar definido por Pefia, a metastizacdo em 70% dos animais, que se aproxima bastante mais
do valor de risco encontrado por esta. Propde-se, para encontrar um limiar de proliferacdo que
defina uma probabilidade significativa de ocorréncia de metastizacdo, um estudo baseado numa
amostra consideravelmente maior e elaborado atendendo a heterogeneidade tumoral das
cadelas, bem como a recolha de todos os linfonodos considerados relevantes para a avaliagcdo
do decorrer desse processo, ou a elaboracdo de um algoritmo que permita calcular o risco de
metastizacao de acordo com o numero de linfonodos analisados, dos possivelis.

N&o deixa de ser evidente a relacdo que existe entre o indice proliferativo definido por Ki-67 e
a metastizacdo, verificando-se a existéncia de uma associacdo com significado estatistico entre
estas duas variaveis utilizando qualquer um dos métodos de categorizacdo daquele,
corroborando os estudos publicados anteriormente citados (p sempre entre 0.001 e 0.002).
Verificamos também nos animais nos quais ocorreu metastizacdo que uma analise “holistica”,
de todos os tumores presentes nesse animal, permite encontrar uma forga de associagdo mais
forte entre estas variaveis, comparativamente a analise restrita dos tumores selecionados para
cada caso (nivel de significancia relevante apenas para divisdo com cut-off 25%). Este facto
podera dever-se a probabilidade dos tumores escolhidos como representativos ndo terem sido
0s que, de facto, estiveram implicados no processo metastatico. Resulta que se torna preferivel
incluir todos os tumores do animal, ainda que possivelmente em estadios precoces de
desenvolvimento, a proceder ao estudo de apenas um.

Considerando as associagfes encontradas tanto com o tamanho tumoral como com a

metastizacdo, a associacdo do indice de Ki-67 com o maior estadio TNM (IV) atribuido
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(p=0.052) ndo é surpreendente. Dada a importancia do estadiamento no fornecimento de
informagdes sobre a malignidade da doenca, a expetativa de sobrevivéncia e prognostico em
geral (Hellmen et al., 1993; Sobin et al., 1997; Pefia et al., 1998; Ferreira et al; 2009 Sorenmo
etal., 2013; Cassali et al., 2014) o Ki-67 surge como um indicador destas mesmas.

Entre as expressbes de RP e Ki-67 ndo foram encontradas associacBes significativas, ao
contrario do que seria expectavel (Geraldes et al., 2000; Nieto et al., 2000; De las Mulas et al.,
2005; Millanta et al., 2005; Mariotti et al., 2013; Cassali et al., 2014). Em cadelas, a semelhanca
do que foi descrito para as mulheres (Cassali, 2000), foi descrita uma correlacao inversa entre
estes marcadores, particularmente em tumores mais indiferenciados, estando a transformacao
celular na base da perda dos efeitos estimulantes das hormonas a nivel das células tumorais
(Rutteman et al., 1988) bem como a perda de recetores hormonais em si. A tendéncia de relagdo
inversa de expressdo encontrada foi muito ténue (para todos os valores cut-off de Ki-67
considerados). A auséncia dos resultados com maior significado pode ser devida ao facto de,
como mencionado por Pefia (2014), ndo haver ainda um valor unénime para a divisdo dos
tumores em positivos ou negativos a este marcador, havendo evidentes variagdes nos estudos
relativos a este tema. Pode também, em alguns casos, estar associada ao numero de células na
fase GO, negativa ao Ki-67. No entanto, é de salientar que em multiplos estudos os autores
(Perez-Alenza et al., 2000; Perez-Alenza et al., 2006) falharam em conseguir resultados com
significado estatistico a nivel desta associa¢do. A recomendacdo de Pefia et al. (2014) no sentido
de privilegiar uma analise baseada nos score Allred, se frutifera em termos analiticos,
impossibilita um estudo estatistico associativo por teste de Qui-quadrado ou correcdo de Fisher

com amostras da amplitude da nossa.

VI 3.2RP

A maior parte dos estudos existentes dedicados a avaliacdo da expressdo dos recetores
hormonais em tumores mamarios considera uma dicotomizacdo dos tecidos em positivos ou
negativos, ainda que de acordo com critérios variaveis. Para o estudo deste marcador neste
trabalho foi considerada, adicionalmente, a sugestdo de Pefia et al. (2014), para quem a
inexisténcia de resultados experimentais respeitantes a definicdo de um limiar de positividade
justifica a adocdo (ou referéncia) dos valores de score Allred, em si, para uma melhor
caracterizagdo. Estes valores sdo entdo referidos mas, no sentido de facilitar uma anéalise

estatistica, a analise sera em muito respeitante a supracitada dicotomizacéo.

119



Pela impossibilidade de detecéo de RE a analise incidira, naturalmente, apenas na marcacao de
RP. Como haviamos verificado, a dete¢cdo de RP em tumores negativos a RE pode dever-se a
ocorréncia de falsos negativos para RE, a existéncia de niveis muito baixos de RE ou a
existéncia de variantes de RE, capazes de estimular a expressdo de RP ndo reconhecidas pelo
anticorpo usado na técnica imunohistoquimica. A tentativa de marcacao dos tecidos quanto a
expressdo de RE revelou-se num grande dispéndio de tempo e na mobilizagdo de grandes
esforcos para o encontro de alternativas que permitissem contornar essa incapacidade. O facto
de ter sido possivel obter uma marcacdo satisfatdria dos tecidos quanto aos RP, bem como dos
restantes marcadores, descartou de alguma forma a possibilidade de essa auséncia de marcacéo
se dever a um tratamento ineficiente ou inadequado dos tecidos pré-técnica IHQ. Qualquer
passo relativamente & técnica imunohistoquimica em si foi repetido e, de acordo com a
documentacdo analisada, adaptado ou alterado, de forma a conseguir desmascarar qualquer
inadequacao especifica. A possibilidade de o anticorpo usado estar alterado de forma a ter
perdido as suas propriedades de marcacéo foi descartada pelo facto de permitir uma marcagéo
satisfatoria em tecidos de gata, sendo utilizado contemporaneamente e dentro das mesmas
condicdes que nos de cadela. O envio das amostras para um instituto de referéncia e a realizacao
da técnica por investigadores de experiéncia indubitavel como ultimo reduto de uma
congregacdo de esforcos que sairam, mais uma vez, gorados, revelou-se extremamente
frustrante. Daqui resultou a aceitacdo da incapacidade de detegcéo do problema a contornar e a
cessacao de esforcos no sentido de o encontrar. Considera-se entdo a existéncia de falsos
negativos, uma vez que ndo se pode falar de uma total auséncia de marcacao dos tecidos mas
de uma marcacdo de qualidade muito deficiente (ténue) para ser considerada, quer nos tecidos
usados para controlo quer nos tecidos constituintes da amostra a analisar.

Sendo a maior parte dos estudos publicados relacionada com a expressdo de recetores
hormonais incidente na expressao de RE ou na expressdo conjunta de RE e PR, o tipo de ilag6es
possiveis a partir da expressao isolada de PR é algo diminuta, mas nem por isso isenta de
interesse, se considerarmos que a maior parte dos tumores com sobre-expressdao de RP
apresentaria também sobre-expressdo de RE (Thakkar et al., 2011). Como haviamos
mencionado, alguns autores consideram que a existéncia de RP e RE ou apenas RE tende a
condicionar melhor progndéstico que a existéncia de apenas RP ou a inexisténcia dos dois
marcadores (Sartin et al., 1992), e a diminuicdo da relagdo entre RE e PR tem vindo a ser
associada a uma maior progressdo da doenga e pior resultado clinico, quer em cadelas quer em
mulheres. Em outros estudos (De las Mulas et al., 2005) evidenciou-se ser indiferente o tipo de
marcador para a avaliagdo destes parametros. Para outros ainda, os tumores RP negativos

apresentam, na generalidade, pior prognostico que os RP positivos (Cork et al., 2008; Louis et
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al., 2012). Ainda assim, de acordo com Payne et al. (2008), o valor preditivo de prognostico da
positividade de recetores de progesterona na auséncia de dados sobre a expresséo para recetores
de estrogénio é controversa, resultando da sua avaliagdo, em Vvarios estudos, conclusdes
antagoénicas, pelo que o valor de RP como fator de prognoéstico independente ainda é incerto.
Ao considerarmos os estudos de sobrevivéncia relativamente a este marcador, ndo podemos
avaliar de todo o nivel de expressao de RE nos tumores que expressaram RP, assim como temos
de assumir que existirdo, muito provavelmente, tumores assumidamente negativos a RP e como
tal negativos para o0s recetores hormonais, que seriam, de facto, positivos para RE,
representando expectavelmente melhor progndstico. Quanto ao TS, as cadelas representadas
por tumores considerados positivos para 0s RP apresentaram, de facto, maior tempo, embora
ndo grandemente assinalavel, e de forma alguma significativo. Para o TLD néo se pode sequer
considerar haver uma diferenca no tempo de recidiva. Dada a parca disponibilidade de dados,
ndo é possivel chegar a quaisquer conclusdes utilizando, alternativamente, os score Allred.

As cadelas inteiras apresentaram significativamente mais tumores positivos a RP, o que vai de
encontro aos resultados de Louis et al. (2012). Sendo que em varios estudos (De las Mulas et
al., 2005) a caracterizacdo dos tumores em termos de recetores moleculares define como mais
prevalente a expressao simultanea dos dois marcadores, poder-se-a esperar alguma semelhanca
quanto a imunodetecdo. As cadelas ovariohisterectomizadas deixaram de ser submetidas mais
precocemente a acdo destas hormonas, verificando-se também por isso uma diminuig¢do dos
recetores, mesmo no tecido mamario normal. O facto de as cadelas de raca indeterminada
apresentarem também tumores com estas caracteristicas estara relacionado com o facto de estas
estarem significativamente associadas a este estatuto reprodutivo (inteiras). Estes achados
demonstram a influéncia multifatorial no crescimento dos tumores de mau progndstico
(Mariotti et al., 2013), ja que se verificou consistentemente a existéncia de menores expressdes
de recetores hormonais em cadelas ovariohisterectomizadas, mesmo em idades que representam
menor risco de aparecimento de patologia mamaéria. Os tumores positivos a RP foram
predominantes nas cadelas mais novas, como expectavel, embora nao significativamente.

O tecido mamario normal e alteracGes mamarias benignas apresentaram scores Allred muito
elevados, que os categorizam como positivos a PR, o que vai de encontro ao documentado. O
tecido mamario normal apresentou um score proximo do maximo e as alteragfes benignas
(adenoma e ectasias mamarias) um score elevado (5). Sendo diminuta a amostra relativa a estes
casos, estes resultados ndo nos permitem fazer generalizac6es. No entanto, vao de encontro ao
documentado em varios estudos (Rutteman et al., 1998; Sleeck et al., 2011; Mariotti et al., 2013)
e ao entendimento de que estas hormonas tém um efeito essencialmente importante no inicio

da carcinogénese (mais a nivel da promocéo que da iniciacdo) e vdo perdendo progressivamente
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0 seu efeito estimulatdério a medida que se avanca na doenca e se progride para uma autonomia
tumoral. Neste sentido, para muitos autores as metastases deverdo, na generalidade, ser
negativas para estes recetores (Sartin et al., 1992; Donnay et al., 1995; Nieto et al., 2000;
Amorim et al., 2008). De facto, no nosso estudo, os dois tecidos analisados correspondentes a
metastases apresentaram marcacdo absolutamente negativa (score 0) e no limiar da positividade
(score 3). Nos resultados de Mariotti (2013), a percentagem de detecdo de RP em linfonodos
metastaticos foi de 12%, correspondendo a dois de 16 analisados. A nossa percentagem de 50%
ndo deve ser valorizada face a reduzida amostragem.

Quanto ao universo dos carcinomas mamarios, obtivemos 85% tumores positivos a RP,
distribuidos pelos score 3 a 8. A dicotomizacdo de tumores mamarios malignos em positivos e
negativos relativamente a este marcador resulta em caracterizagcdes muito diferentes nos varios
estudos, a que ndo estara isento o facto de terem sido consideradas varias formas de proceder a
esta categorizacdo. Se para alguns autores (MacEwen et al.,1982; Rutteman et al.,1988; Donnay
et al., 1995; Millanta et al., 2005) existem ambos 0s tipos de recetores em 70% dos tumores,
com a percentagem de cadelas que apresenta apenas um dos tipos inferior a 20%, outros (De
las Mulas 2005) consideram a percentagem de tumores positivos a estes recetores entre 0s 8 e
0s 22%. Também em relacdo a marcacao de RE a disparidade compreende valores entre 0s 10%
(Geraldes et al., 2000) e 87,5% (Nieto et al., 2000), o que nos leva a ter em linha de conta o
facto de haver grandes diferencas nas metodologias e critérios de classificacdo adotados para
qualquer dos marcadores moleculares considerados. Num estudo recente (Mariotti et al., 2013)
a marcacdo de RP foi observada em 96% dos carcinomas mamarios caninos.

Por outro lado verificamos um decréscimo da expressdo de RP a medida que avangamos para
tipos histologicos considerados mais malignos (Misdorp et al., 2002), considerando carcinomas
complexos, simples, anaplasicos, de células escamosas e carcinossarcoma. Sendo 3 0 nosso
limiar de positividade, a média de valor do score para cada um dos tipos histoldgicos foi
positiva. J& para Millanta (2005) uma grande percentagem de carcinomas invasivos se havia
revelado positiva a este marcador e De las Mulas (2005), ndo conseguindo encontrar diferencas
significativas entre os diferentes tipos histoldgicos de tumores, verificou maior expressdo em
carcinomas simples e complexos que em tipos mais indiferenciados. No nosso estudo, a
tendéncia de menor apresentacdo de expressdo de RP nos carcinomas simples que nos
complexos ndo é significativa (p=0.179). Contudo, considerando a divisdo de carcinomas em
simples e complexos versus carcinomas de tipo especial (carcinoma de células escamosas), a
perda de expressdo RP nestes torna-se muito evidente e significativa do ponto de vista
estatistico, o que vai de encontro a percecdo da sua maior malignidade e indiferenciacéo

(p=0.021). Julgamos que com uma maior amostra, e dada a tendéncia verificada em relagéo
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também ao carcinoma simples anaplasico e carcinossarcoma, poderiamos ter chegado a
resultados mais significativos para a valorizagéo destas conclusdes. A imunomarcagdo negativa
para RP foi significativamente associada ao grau |11 de malignidade (p=0.038). Esta associacao
justifica-se pelo facto de nos tumores malignos, de uma forma geral, a expresséo dos genes que
codificam para os recetores hormonais estar diminuida, particularmente nas neoplasias de maior
grau de malignidade ou em fases mais avancadas da doenca.

Quanto ao tamanho tumoral ndo se conseguiu encontrar interdependéncia significativa entre
varidveis considerando qualquer das categorizacfes. Em estudos anteriores os resultados sdo
variaveis e diferem nas conclusdes. Se para alguns investigadores a presenca de RP se encontra
significativamente reduzida em tumores de grandes dimensdes e malignos constituindo-se, pela
forma como se associa a outras varidveis, um fator de bom prognostico, outros investigadores
(Mariotti et al., 2013) ndo conseguem encontrar resultados significativos que permitam esta
associacdo. O mesmo se verificou considerando a multiplicidade de tumores, a bilateralidade
da sua incidéncia, a necrose, a infiltracao celular linfocitica e a invasdo metastatica, bem como
a expressao dos restantes marcadores.

A intensidade da marcacdo revelou-se bastante heterogénea na maior parte dos tumores,
verificando-se a existéncia de zonas fortemente positivas, quer em termos de intensidade de
coloracdo quer em termos percentuais de células marcadas, adjacentes a zonas francamente
negativas, o que tera como causa uma atividade celular diferenciada em fungéo da zona (Snead
et al., 1993). Para 0 nosso estudo de associagdes entre variaveis foi necessario dicotomiza-las
sendo, no caso da avaliacdo da expressdo de RP adotado o sistema utilizado para a mulher para
dividir os tumores em positivos e negativos. Pefia (2014) justifica a importancia de utilizar,
sempre que possivel, os valores de score em si em detrimento de uma classificacdo dicotomica
pelo facto de ndo ser ainda consensual esse limiar de positividade na cadela. Julgamos que a
necessidade de utilizar um limiar ndo definido para esta espécie possa de alguma forma influir

na exatidao dos resultados obtidos.

VI 3.3 HER-2

Varios estudos demonstram uma correlacdo, na mulher, da sobre-expresséo de HER-2 com
menores TS e DFS e um pior prognostico. (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Cassali et al.,
2014). No nosso estudo, os animais representados por tumores positivos a HER-2 (score 3+)
apresentaram menor TS e TLD que os representados por tumores negativos a HER-2 (score 0,

1+ e 2+). As diferencas de tempos, ndo sendo significativas a nivel estatistico para qualquer das
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variaveis, foram mais expressivas quanto ao tempo de sobrevivéncia (5 meses) que quanto ao
tempo livre de doenga (2 meses). Estes resultados apontam de alguma forma para que a sobre-
expressdo de HER-2 seja um fator de prognostico negativo. As cadelas com tumores HER-2
positivos apresentaram uma média de TS e TLD muito semelhantes (13 meses), mas muito
longos quanto ao descrito por outros autores (De las Mulas et al., 2003) que obtiveram para
estes periodos tempos inferiores a 6 meses. Existem, no entanto, varios estudos (Gama et al.,
2008a; Hsu et al., 2009) a refutar estas conclusdes, ora apresentando resultados que trazem
indicacdes sobre este ser afinal um marcador de prognostico positivo (pelo facto da sua sobre-
expressao representar maiores TS e DFS), ora ndo sendo possivel encontrar qualquer correlacédo
entre a sobre-expressao e tempos de sobrevivéncia, com as cadelas a apresentar 0s mesmos TS
independentemente de apresentarem sobre-expresséo ou ndo (Dutra et al., 2004; Ressel et al.,
2013). Como os proprios autores assinalam, a auséncia de sistematizacdo a nivel de técnica
imunohistoquimica, de anticorpos utilizados e do critério que define a sobre-expressao pode
estar na base destas disparidades. Para todos os estudos mencionados, os tecidos classificados
como apresentando sobre-expresséo, ou seja, HER-2 positivos, foram 0s que apresentaram um
score de 2 ou 3, constituindo uma diferenca assinalavel quanto ao nosso critério, sugerido por
Pefia (2014) com o objetivo de colmatar a auséncia de uniformizagéo nos estudos (apenas score
3). Assim, a comparagdo com resultados obtidos por estudos anteriores deverdo ter este facto
em consideracdo. Assinalavel é também a diferenca em termos de tamanhos amostrais. De las
Mulas (2003), por exemplo, baseou as suas conclusdes num estudo que incidiu sobre 17
carcinomas, 3 deles positivos ao marcador. No seu estudo foram estabelecidas relacdes com
outros indicadores de mau prognostico, como maior tamanho tumoral, crescimento do tipo
invasivo, grau histoldgico 111 e auséncia de marcacao para recetores hormonais, por analise aos
3 tumores. Na realidade, uma outra dificuldade em definir o valor progndstico deste marcador
reside na paucidade do estabelecimento de relagcfes significativas com outros indicadores de
prognostico. Ressel (2013), por exemplo, falhou em encontrar significado estatistico nas
associacOes deste marcador com o tipo histolégico tumoral (simples/complexo), o grau
histologico, a infiltracdo linfocitica e a idade das cadelas. Conseguiu, no entanto, relaciona-lo
com o indice mitdtico (encontrando uma correlacdo positiva). Kim (2010) também néo
conseguiu encontrar correlacdes da sobre-expresséo proteica com a idade, o tipo histolégico, a
invasdo linfatica, a infiltracdo linfocitica, o grau histolégico ou a existéncia de necrose. Por
outro lado, varios autores conseguiram encontrar relagdes significativas com outros indicadores
de mau progndstico, nomeadamente o diagnostico histopatoldgico de malignidade (Ahern et
al., 1996), maior grau histologico (De las Mulas et al., 2003; Dutra et al., 2004), maior tamanho

tumoral (De las Mulas et al., 2003), a contagem mitotica e pleomorfismo molecular (Dutra et
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al., 2004), maior indice proliferativo por Ki-67 (Rutteman et al., 1990), a auséncia de recetores
hormonais esteroides (De las Mulas et al., 2003), etc.

Em suma, a literatura sobre o valor progndstico deste marcador continua a apresentar
conclusbes baseadas em resultados contraditorios. Na nossa amostra a percentagem de
carcinomas mamarios malignos HER-2 positivos encontrada (19,40%) pode-se considerar
dentro dos valores normais, ja que os dados de estudos anteriores apontam para uma amplitude
de valores muito vasta e, como vimos, existem diferencas no critério de classificagdo. Juntando
a estes 0s tumores com um score 2+, a percentagem estaria nos 38,80%, valor bastante
semelhante ao encontrado em varios outros estudos: 35,3% para Kim et al. (2010), 49% para
Sassi (2010), 28% para Im (2014), 21% para Gama (2008). Considerando apenas 0s tumores
representativos de cada animal, o valor encontrado ndo difere muito do que foi encontrado
guando se considera a totalidade dos tumores malignos (18,92%). A sobre-expressao no
adenoma mamario ndo surge como surpreendente, havendo igualmente varios estudos a
suportar maiores (50% nos estudos de Rungsipipat et al., [1999] e 27,3% nos de Ressel et al.,
[2013]) ou menores (0% nos estudos de Hsu et al. [2009]) expressGes deste marcador em
tumores benignos, o que estara relacionado com o papel desta proteina na regulacao de funcdes
celulares fundamentais para o normal desenvolvimento biol6gico como a angiogénese, 0
crescimento, a proliferacdo, a diferenciacdo, a resposta imunitaria, a mobilidade, a adesdo, a
sobrevivéncia e a apoptose celulares (Santos et al., 2012; Roskoski et al., 2014). A este
propdsito e com os resultados obtidos, Rungsipitat (1998) havia afirmado que, sendo sugerido
o papel na proliferacdo dos tecidos mamarios em cadelas, os resultados apontavam para o facto
de 0o HER-2 ndo estar envolvido na transformacgé@o maligna nem poder ser associado a um menor
tempo de sobrevivéncia. Em 2009, Hsu, a propésito de encontrar maiores tempos de
sobrevivéncia para cédes positivos a HER-2, afirma igualmente a possibilidade de o HER-2
desempenhar um papel na iniciacdo tumoral mamaéria canina, mas a sua sobre-expressdo nao
estar necessariamente associada, de forma direta, ao desenvolvimento do tumor. No nosso caso,
para nenhuma das varidveis analisadas se encontrou uma relacdo de dependéncia da sobre-
expressao com significado estatistico. Verificou-se, no entanto, a tendéncia para esta se
relacionar com tumores de indice proliferativo de Ki-67 mais baixo, para qualquer dos cut-off.
Estes resultados véo contra o documentado por varios autores (Dutra et al., 2004; Gama et al.,
2008a) e, de alguma forma, contra a tendéncia de sobrevivéncia que se havia verificado, ja que
um indice elevado de Ki-67 surgiu no nosso estudo como tendencialmente indicador de mau
prognoéstico. Permanece incerto o valor progndstico deste marcador quando analisado

isoladamente.
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VI 3.4 CK 5/6

Partindo de uma andlise isolada aos resultados relativos a imunomarcacao das CK5/6, 0 nosso
estudo permitiu chegar a tempos muito similares quer de TS quer de TLD, verificando-se, sem
significado estatistico, tempos de sobrevivéncia ligeiramente maiores para 0s tumores positivos
a este marcador que para 0s negativos. Este resultado ndo é suportado de forma alguma pela
literatura, quer em humanos (Dairkee et al., 1987; Van de Rijn et al., 2002; Sotiriou et al., 2003;
Abd EI-Rehim et al., 2004), quer em cées (Hellmén et al., 1989; Griffey et al., 1993; Ramalho
et al., 2006). De facto, em varios estudos a expressdo de CK5/6 tem vindo a ser considerada um
fator independente de mau prognostico (Van de Rijn et al., 2002; Abd El-Rehim et al., 2004),
apontando para um TS curto e um breve TLD. No nosso estudo estes resultados estaréo
relacionados com o facto de 97% dos carcinomas analisados terem apresentado
imunoreatividade, restando uma amostra muito diminuta de tumores negativos as
citoqueratinas. Nesses, os dois tumores considerados do tipo histoldgico mais maligno (o
osteossarcoma e 0 carcinossarcoma), apresentaram imunoreatividade negativa, constituindo
50% da amostra total de carcinomas negativos a essa marcacdo. De acordo com o descrito na
literatura, os restantes tumores negativos apresentaram-se associados a caracteristicas de menor
malignidade, ou normalmente associadas a bom prognéstico, como pequenas dimensdes (Van
de Rijn et al., 2002), tipo histolégico simples (Sassi et al, 2010), e grau histolégico de
malignidade | (Malzahn et al., 1998; Van de Rijn et al., 2002; Eerola et al., 2008). Apenas um
destes tumores apresentava necrose tumoral e nos dois a diferenciacdo mesenquimatosa estava
ausente. Considerando o universo de carcinomas positivos as citoqueratinas, a diversidade de
caracteristicas é enorme, razdo pela qual, possivelmente, ndo se tera chegado a mais conclusées
significativas, apesar das tendéncias verificadas no sentido de se associar essa expressao a
existéncia de necrose intratumoral, ou aos carcinomas de tipo histopatoldégico complexo. Os
Unicos resultados significativos encontrados foram relativamente a relagdo com o indice de Ki-
67, verificando-se que os tumores imunoreativos as citoqueratinas apresentavam, tanto para o
cut-off de 25% como para o cut-off de 20%, menores indices proliferativos. Estes resultados
vao também no sentido oposto ao descrito na literatura relativa a espécie humana (Korsching
et al., 2002) e a espécie canina (Gama et al., 2008b) mas julgamos que estes resultados deverédo
ser considerados com reserva, considerando a discrepancia de caracteristicas do tamanho
amostral de tumores com imunoreatividades positiva e negativa para CK5/6.

Tanto o tecido normal como as ectasias ductais e 0 adenoma mamario apresentaram marcagao
positiva para este marcador. No tecido mamario normal da mulher, as CK5/6 sdo expressas, em

quantidades variaveis, pelas células mioepiteliais e pelas células basais (Otterbach et al., 2000).
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Boecker (2002) e colegas haviam descrito a populacdo de celulas que expressa estas CK5/6
como representantes de células tronco ou progenitoras, que poderiam originar tanto células
luminais como mioepiteliais perfeitamente diferenciadas. Estas citoqueratinas passaram
também a ser consideradas particularmente valiosas no estabelecimento de um diagnostico
diferencial entre lesdes proliferativas benignas e atipicas ou malignas. Varios estudos
(Otterbach et al., 2000, Clarke et al., 2004; Pathmanathan et al., 2010) permitiram verificar que
a imunomarcacdo para CK5/6 pode ser preditiva de benignidade em lesdes proliferativas (ou
papilares), havendo uma perda de imunoreatividade com o aumento da atipia (ou um
desenvolvimento das lesdes benignas para pré-malignas) ou malignidade (no caso descrito por
Pathmanathan [2010], definida pela completa auséncia da camada mioepitelial ou um
crescimento sélido atipico e uniforme com auséncia parcial da camada celular mioepitelial). A
sobre-expressdo volta a verificar-se num subgrupo tumoral com caracteristicas muito
especificas, integrada no subtipo molecular Basal quando perante a simultanea
imunonegatividade para RP, RE e HER-2, mas aqui existem ja diferencas substanciais a ter em
conta (homeadamente as morfoldgicas) suficientemente distintivas da malignidade per se. Em
humanos, a sobre-expressdo Unica de CK5/6, para aléem de permitir definir um subtipo de
carcinoma ductal (o Basal) de pior prognéstico com o perfil de marcacéo supracitado (Livasy
et al., 2007), permite também distinguir a hiperplasia ductal da mama de carcinomas sélidos
ductais in situ, para os quais nao se verifica marcacdo (Bane, 2013). Nos estudos de Ding &
Ruan (2006), a taxa de marcacdo para lesées mamarias benignas foi de 100%, houve marcacéo
para algumas células ductais em hiperplasias ductais, ndo houve marcacdo em carcinomas
ductais in situ e, em carcinomas ductais invasivos, quase ndo se detectou CK5/6. Assim, no que
diz respeito a marcacdo por CK5/6, os tecidos ou alteracfes destes devem ser analisados de
uma perspetiva multifatorial integrada, ja que tanto podem corresponder a benignidade como a
uma maior malignidade.

Ainda sobre o tipo histoldgico, de acordo com vérios autores (Gama et al., 2003; Ramalho et
al., 2006; Sassi et al., 2010), apesar de ainda assunto de debate, em Medicina Veterinaria 0s
componentes mesenquimais dos carcinomas complexos e padrdes mistos de tumores mamarios
tém como origem mais provavel as células mioepiteliais, razdo pela qual a marcacdo de CK5/6
neste tipo de tumores é expectavel, tanto nas células progenitoras bipotenciais como nas
basaldides.

O tipo histolégico em que se verificou uma marcagdo mais expressiva foi nos carcinomas de
células escamosas, superior a encontrada nas células glandulares, & semelhanca de estudos
anteriores (Sassi et al., 2008) para a espécie canina e de acordo com o facto de, para patologistas

de Medicina humana, este ser um marcador de referéncia para a marcacgao positiva de epitelios
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escamosos (células basais) de varios tecidos. Comparando com estudos de outros autores que
procederam igualmente ao estudo imunohistoquimico de carcinomas mamarios caninos
utilizando, nomeadamente, marcadores para a detecdo da expressdo de citoqueratinas,
verificamos que a nossa percentagem de 97,01% de positividade € elevada. Para Gama (2008a),
a percentagem de carcinomas positivos foi de 32,4%, para Sassi (2010) a percentagem foi de
10% e no estudo ORPHEO (2014) a percentagem foi de 65%.

No estudo de Ramalho (2006) houve marcagdo de CK5 em 100% dos carcinomas em tumores
benignos mistos, bem como nos carcinomas escamosos (marcagéo superior a 50% de celulas).
No nosso estudo, dos 67 carcinomas para 0sS quais se avaliou a marcacdo temos que 0S
carcinomas complexos e escamosos, em relacdo aos quais faz sentido considerar positividade,
totalizam 73,1% (49 carcinomas). Se a estes adicionarmos 0s carcinomas simples com
diferenciacdo mesenquimatosa, esta percentagem passa a 80,6%, 0 que ja ndo constitui uma tdo
grande discrepancia em relacdo aos nossos resultados.

Na avaliacdo da percentagem de células com citoplasma marcado por este marcador, pretendeu-
se considerar apenas as células neoplésicas. Contudo, esta avaliagdo nem sempre esteve isenta
de erro, nomeadamente pelo facto de o tecido normal ser possivelmente imunoreativo e de o
cut-off que define a positividade ser correspondente a uma percentagem baixa de células.
Consideramos assim que este marcador se prova de maior valor quando, de facto, integrado
com o conjunto da expressao de outros marcadores, nomeadamente no contexto da classificagao

molecular.

VI 4. Caracterizacdo tumoral e estudo de progndstico de acordo com classificacéo

molecular

O estudo de sobrevivéncia para a avaliacao do valor de progndstico de subtipos moleculares de
TMC resultou em maiores TS para 0s animais representados por tumores do subtipo Luminal
A (19,375 meses), seguidos do Luminal B (19,111 meses), do Basal (15,800 meses) e do HER-
2 positivo (13,250 meses). Entre os subtipos Luminal A e B a diferenca de TS é minima, sendo
que para o TLD existe uma inversao relativamente a estes subtipos (15,250 meses para Luminal
A e 15,875 para Luminal B)., Também aqui a diferenca é praticamente inexistente. A tendéncia
de menores TLD para os restantes subtipos manteve-se, sendo o Basal (15,402 meses)
determinante de um tempo ligeiramente superior ao de HER-2 positivo (13,250 meses). Estes
resultados, nao refletindo diferencas estatisticamente significativas, permitem inferir de uma

tendéncia que vai ao encontro daquilo que esta estabelecido para a mulher (Perou et al., 2000;
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Sorlie et al., 2001; Nielsen et al., 2004; Carey et al., 2006; Cheang et al, 2009; Pusztai et al.,
2009; Reis-Filho et al., 2010). J& em relacdo aos estudos na cadela que encontram, entre si, um
grau de divergéncia substancial, ndo se consegue encontrar 0 mesmo paralelismo. Gama
(2008a) havia encontrado, a semelhanca deste trabalho, um mau prognostico para 0s tumores
do subtipo Basal, mas o melhor prognostico foi encontrado para os tumores do tipo HER-2
positivo. Isto, contraintuitivamente as restantes associagdes feitas com este subtipo de tumor,
caracterizado por maior dimensdo tumoral, indice de proliferacdo elevado e a partilha com o
subtipo Basal de outras caracteristicas indicadoras de pior progndstico, nomeadamente a
associacdo a tipos histologicos mais agressivos de elevado grau. J& para Sassi (2010), apesar de
também sem significado estatistico, o subtipo que apresentou melhor progndstico foi o Basal,
sendo superior aos subtipos Luminais, dentro dos quais o subtipo Luminal A apresentou um
ligeiro melhor prognostico. Neste estudo ndo foram identificados tumores do subtipo HER-2
positivo, a semelhanca do que aconteceu nos estudos de ORPHEO (2014). Um outro estudo
citado foi o de Im (2014) que, tal como neste trabalho e no de Gama (2008), conseguiu
identificar os 4 subtipos tumorais. Tanto nos estudos de Im (2014) como no de ORPHEO (2014)
0 subtipo Basal surgiu associado a um pior prognostico e o subtipo Luminal A a um melhor
prognostico, tendo sido mesmo diferenciado como fator independente de prognostico favoravel
no estudo ORPHEO (2014).

Uma grande dificuldade que existe na comparacdo dos resultados destes estudos é,
precisamente, a auséncia de uniformizacdo de técnicas, metodologias, escolha de painel de
marcadores, critérios de avaliacdo de expressdo de marcadores e critérios de classificacdo de
tumores.

No nosso estudo obtivemos algumas associac@es com significado estatistico considerando o
subtipo molecular tumoral. Utilizando apenas os tumores escolhidos como representativos de
cada caso, a pureza da raca foi associada a uma maior ocorréncia de tumores dos subtipos HER-
2 positivo e Basal por oposi¢do aos Luminais, verificando-se uma estreiteza de relagéo ainda
maior quando considerados apenas 0s tumores do tipo Luminal B e a sua associacao a cadelas
de raca indeterminada. Havendo estudos destinados a verificar a predisposicdo racica para a
ocorréncia de patologia mamaria neoplasica em geral, ndo ha, no conhecimento dos autores,
estudos que se tenham debrucado sobre a prevaléncia especifica de subtipos tumorais de acordo
com a pureza de raca nas cadelas. Havendo evidéncias de predisposi¢cdo de ocorréncia de
determinados subtipos moleculares em diferentes etnias de mulheres (Carey et al., 2006; Turner
& Reis-Filho, 2006; Amirikia, Mills, Bush & Newman, 2011; Carey et al., 2013; Tao et al.,
2015), ndo é de descartar a possibilidade de existirem estas associa¢cdes também na espécie em

estudo.
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Apesar de sem significado estatistico, a proximidade do valor de prova leva-nos a considerar a
tendéncia verificada para as cadelas previamente esterilizadas serem representadas por tumores
de subtipo Basal em detrimento dos restantes (p=0.052). Sendo conhecido o valor da
ovariectomia na prevencdo do aparecimento de tumores mamarios, foi ja também discutido o
facto de nenhuma das cadelas ter sido esterilizada numa altura comprovadamente determinante
para esse aparecimento. Por outro lado, o facto de terem sido esterilizadas antes do
aparecimento de um subtipo tumoral que se define pela inexpressdo de recetores hormonais
aponta para um aparecimento ou desenvolvimento diferenciado deste subtipo, menos
relacionado com a repeticao de exposi¢cdo hormonal. Finalmente verificou-se a tendéncia para
os tumores do subtipo Luminal B existirem frequentemente como tumores Unicos (p=0.058)
por oposigado aos restantes subtipos tumorais, relacionados com a apresentagéo simultanea de
varios tumores, resultado ndo encontrado em nenhum estudo anterior e que motiva de alguma
forma o aprofundamento no conhecimento desse facto, ja que se verificou nos tumores deste
subtipo a associacdo a elevados indices de Ki-67.

Passando a analise de todos os tumores temos a considerar, na relacdo de cada um dos subtipos
com cada um dos marcadores moleculares estudados, o facto de essa marcacdo ter sido,
precisamente, determinante na definicdo de cada subtipo. Nesse sentido, o subtipo HER-2
positivo estard naturalmente relacionado com a expressao individual deste marcador e todos 0s
outros associados a sua auséncia (uma vez que a existéncia de positividade para o marcador
determina, isoladamente, a sua insercdo no grupo), os Luminais com a expressdo dos RP, 0s
Luminais B com a expressdo elevada de Ki-67 e os Basais com a expressao de CK5/6. Fora
destas associagdes, temos a associagdo do subtipo molecular HER-2 positivo com menores
indices proliferativos de Ki-67, considerando a mediana como cut-off, e perdendo-se o
significado estatistico utilizando cut-off superiores. Este resultado foi j& discutido no &mbito da
avaliacdo do valor prognostico da expressao deste marcador, isoladamente, em relacéo ao qual
se verificou a mesma tendéncia. Apontando os resultados dos estudos de sobrevivéncia para
este se afirmar como o subtipo molecular mais maligno e havendo sido o Ki-67 considerado
tendencialmente um indicador de mau prognostico, a malignidade atribuida a este subtipo
molecular ndo se parece relacionar com as caracteristicas proliferativas deste tipo de tumor,
estando provavelmente relacionada com outras caracteristicas condicionantes de malignidade.
Ja o subtipo Luminal B, naturalmente associado a elevados indices de Ki-67, revelou uma
associacao significativa com a ocorréncia de metastizacao regional (p=0.010) e uma tendéncia
de associacdo com a existéncia de necrose tumoral (0.084), estando entdo associado a dois
fatores comummente associados a um pior prognostico, ndo se refletindo estes resultados, no

entanto, em termos de tempo de sobrevivéncia ou tempo livre de doenga. Os resultados destes
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estudos de sobrevivéncia devem ser analisados a luz do facto de, havendo diferengas nos tempos
estudados, estas ndo serem estatisticamente significativas. Finalmente, o subtipo Basal foi
associado a carcinomas de células escamosas, como expectavel, pelo facto de este tipo
histopatoldgico apresentar uma imunomarcagdo muito intensa para as citoqueratinas basais e
esta ser, precisamente, a caracteristica que define este subtipo tumoral em termos moleculares.
No geral, a classificagdo molecular neste estudo ndo permita chegar a resultados considerados
satisfatorios para uma 6tima caracterizacdo de cada um dos subtipos, nomeadamente pelo facto
de terem sido encontradas poucas associagdes significativas ou mesmo poucos resultados com
um valor de prova que nos permitisse avaliar tendéncias de associa¢@es. Julgamos que para este
facto concorreu a impossibilidade de avaliar os tumores quanto a imunoexpressdo de RE,
existindo a franca possibilidade de os tumores Luminais e Basais néo terem sido corretamente
classificados. Ainda assim, os resultados encontrados ndo vdo grandemente contra 0s
previamente descritos para a mulher, nomeadamente em termos de tendéncia de tempos de
sobrevivéncia a doenga. J& em relacdo aos estudos existentes sobre a espécie canina, 0S
resultados para estes séo de tal forma divergentes que ndo se pode exatamente dizer que 0s
nossos vao ou ndo de encontro ao conhecimento atual. E imperativo proceder a estudos em
maior escala e definir critérios rigorosos de avaliacdo de marcadores e definicdo de subtipos
moleculares, para que se parta de uma uniformidade de metodologias que permita estudos
comparativos, no sentido de encontrar novos caminhos de investigagdo, cada vez melhor

adaptados ao objeto e aos objetivos de estudo.

131



Capitulo VII — Conclusdes

Este estudo permitiu-nos validar alguns fatores de prognoéstico, ndo apenas por estudos de
sobrevivéncia (TS e TLD) mas pela forma como esses fatores, ou variaveis, se relacionaram
com outros de valor prognostico conhecido. Na inexisténcia de valores de p <0.05 mas
aproximados, uma andlise de tendéncias em termos de associa¢Ges de varidveis pode ser em si
uma mais-valia para chegar a conclusdes importantes ou abrir novos caminhos de discusséo. O
mesmo se aplica as analises de TS e TLD em termos de diferenciais de tempos concretos.
Verificou-se neste estudo que as conclusdes obtidas a partir de uma analise univariada terao
sempre de ser avaliadas sobre a perspetiva de uma possivel influéncia “oculta” de outros fatores
relacionados com as variaveis em questdo, pelo que o seu valor independente tera sempre de
ser confirmado por uma andlise multivariada. Em termos concretos de resultados, a nossa
amostra caracterizou-se por um numero de cadelas com apresentacdo de patologia maligna em
muito superior as de patologia exclusivamente benigna, com a idade média de ocorréncia de
tumor mamario, perfil racico, ocorréncia de multiplicidade e bilateralidade de tumores, seus
tamanhos, localizacao, frequéncia de necrose intratumoral, infiltracdo linfocitica, diferenciacédo
mesenquimatosa e tipo histolégico de acordo com o documentado e descrito em revisao
bibliogréafica. As cadelas de raca pura foram significativamente mais submetidas a esterilizacéo
que as de raca indeterminada, sendo os seus tumores tendencialmente detetados quando estas
sd0 mais jovens e os tumores sdo de menores dimensdes. A metastiza¢do nos linfonodos foi
associada muito significativamente ao estadio TNM IV verificando-se ja uma tendéncia muito
forte (p=0.052) de associagdo com um estadio superior a Il, o0 que nos leva a considerar o valor
progndstico do estadiamento e tamanho (reflectindo-se também em termos de TS). A
sobrevivéncia dos animais sem metastases foi também marcadamente superior a daqueles onde
se detetou metastizacao regional. O tamanho foi definido significativamente como um fator de
prognastico tanto para o TS como para TLD com o cut-off de 3cm como o valor a considerar.
Foi também significativamente associado com a existéncia de necrose intratumoral
(independentemente do cut-off) e com a infiltracdo celular linfocitica (com cut-off de 3 cm).
Para a infiltracdo linfocitica a associagdo com o TS e o0 TLD ¢é bastante expressiva, muito perto
do nivel de significancia, podendo-se validar como de valor progndstico. Esta variavel foi
também associada aos tipos histologicos mais malignos, com significancia quando
considerados apenas o0s epiteliais (associando-se significativamente aos carcinomas de células
escamosas). Os estudos de sobrevivéncia ndo trouxeram qualquer informacdo relevante
concernente a necrose intratumoral, prevendo-se que o seu valor progndstico negativo esteja

indissociavelmente associado ao tamanho do tumor. Verificou-se uma tendéncia para oS
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tumores de classificacdo histopatolégica considerada mais maligna apresentarem maior
tamanho a altura do diagnostico. O grau Il de malignidade foi associado significativamente
aos tipos histoldgicos mais malignos, a necrose tumoral e a auséncia de diferenciacéo
mesenguimatosa, verificando-se igualmente tendéncia para ocorréncia de infiltracéo linfocitica.
A auséncia de necrose tumoral foi também associada significativamente ao grau | de
malignidade sendo a sua presenga associada significativamente a graus superiores,
independentemente da dicotomizacdo escolhida. Também a tendéncia para a metastizacdo
ocorrer a partir dos tumores de maior grau (Il e 111) foi possivel de averiguar.

Por analise de analise de TS e TLD, temos o tamanho (cut-off de 3 cm) como indubitavel fator
de prognostico, seguindo-se como tendéncias muito quase estatisticamente significativas para
o TS a infiltracdo linfocitica. A nivel menos significativo temos a metastizacdo regional, o
estadiamento TNM dicotomizado em I+1l/ 1lI+IV e a classificacdo histopatoldgica se
dicotomizada em carcinomas simples/complexos. Para o TLD temos como fatores muito
valorizdveis o tamanho, a infiltragdo linfocitica e a OVH simultdnea a mastectomia.
Considerando os marcadores moleculares isoladamente, aquele que mostrou um valor
prognostico mais assinalavel foi claramente o Ki-67, quer por estudos de TS e TLD (cut-off de
25%) quer associativos. Os maiores indices de Ki-67 foram associados de forma significativa
aos tumores de maior tamanho (independentemente do cut-off), a ocorréncia de necrose, aos
graus de malignidade Il e 11, & ocorréncia de metastizacdo, a negatividade para CK5/6 e aos
tumores pertencentes a cadelas de raca indeterminada. Foi encontrada uma tendéncia muito
forte (p=0.052) de associacdo com maior estadio TNM (IV). Os maiores valores cut-off
considerados, ou seja, 20% e 25% mostraram-se mais “adequados” na obtencdo destas
“interdependéncias”, em geral, que o valor de mediana. Ndo foram encontradas relagbes
relevantes com o status reprodutivo dos animais, a infiltracdo linfocitica ou a diferenciacédo
mesenguimatosa bem como com o tipo histolégico, embora em geral se tenha verificado, por
analise descritiva, um aumento da expressdo deste marcador dos tecidos considerados mais
benignos para os mais malignos. Concluimos que para uma melhor comparacdo de tipos
histolégicos em relacdo a qualquer marcador a amostra devera quantitativamente mais
equitativa em termos de tipo histologico.

Para os recetores de progesterona, verificando-se um TS ligeiramente superior para 0s tumores
considerados positivos, o0 valor estatistico de prova ndo nos permite encarar este resultado como
valorizavel. De forma estatisticamente significativa, a sua menor expressao foi encontrada nas
cadelas esterilizadas, de raca pura, nos carcinomas de células escamosas (em detrimento dos
complexos ou simples) e em carcinomas de grau Ill de malignidade. Tendencialmente, os

carcinomas simples apresentaram menor expressao de RP que os carcinomas complexos. A
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sobre-expressdo do HER-2 refletiu-se numa diferenca assinalavel no TS (5 meses), embora sem
significado estatistico. Isoladamente, este marcador ndo provou o seu valor progndstico, o
mesmo acontecendo com as CK5/6, para as quais néo se evidenciaram diferengas significativas
em termos de TS ou TLD. Entre um e outro marcador existiram, contudo, diferencas em relacdo
a comparacdo dos valores de expressdo obtidos neste trabalho e em outros previamente
documentados: para as CK5/6 existe uma disparidade assinalavel em relacao a generalidade dos
resultados. Em termos associativos, a maior expressdo de CK5/6 relacionou-se de forma
estatisticamente significativa com maiores indices de Ki-67 e, em termos tendenciais, com a
necrose tumoral e os carcinomas complexos (por oposi¢do aos simples).

Verificou-se a inexisténcia de conservacdo de caracteristicas imunofenotipicas dos tumores
primarios considerados representativos para as metastases estudadas. Considerando-se a
pequena amostra de tecidos tumorais metastaticos verificou-se uma expressdo de RP muito
reduzida e que a inversdo da expressdo das CK5/6 e HER-2 é possivel tanto quanto a sua
manutenc¢do, ndo existindo conservacdo da classificagdo molecular ou dos indices proliferativos
de Ki-67 (também estes menos expressivos nas metastases).

Os TS foram superiores para 0s subtipos Luminais (Luminal A superior e Luminal B),
seguindo-se o subtipo Basal e com o subtipo HER-2 positivo a representar o subtipo de pior
prognostico. Em termos de TLD, parece haver uma tendéncia para o subtipo HER-2 positivo
ser o primeiro a recidivar, seguindo-se o Basal e os Luminais (com inversdo dos subtipos, neste
caso). Estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica. Os subtipos Basal e HER-2
positivo foram, em conjunto, associados a pureza da raca. O subtipo Basal foi associado aos
carcinomas de células escamosas, a auséncia de positividade para RP e verificou-se
predominantemente em cadelas inteiras enquanto o subtipo HER-2 positivo se associou
tendencialmente a indices de Ki-67 mais baixos. O subtipo Luminal B foi associado
significativamente a ocorréncia de metastizacao regional e verificou-se uma tendéncia para se
verificar mais frequentemente em animais com apresentacao de apenas um tumor, e em tumores
com necrose intratumoral. Consideramos que a auséncia de informacdes relativas a expressao
de RE pode ter condicionado em muito os resultados obtidos quanto a classificacdo molecular.
Permanece incerto o valor prognostico do sub-tipo tumoral HER-2 positivo pela forma como
se relacionou com as restantes variaveis.

As conclusdes deste trabalho permitem responder aos objetivos propostos, no sentido em que
possibilitaram uma caracterizagdo dos TMC a partir dos dois paradigmas de entendimento dos
tumores mamarios (o paradigma anterior aos estudos destes por microarrays e 0 que se seguiu,
com o inicio da caracterizacao por subtipos moleculares). Conseguimos neste trabalho verificar

que os fatores de valor prognostico conhecido e provado se associam, na generalidade, da forma
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que € conhecida e expectavel, sendo também possivel confirmar este facto pelos estudos de
sobrevivéncia (neste caso mais pela analise dos TS e TLD em meses que pelo de valor de
significancia em si).

Consideramos que no decorrer de um trabalho com estes objetivos, o exercicio comparativo
com trabalhos anteriores se torna extremamente dificil pela disparidade de métodos de
tratamento de amostras, de protocolos imunohistoquimicos, de critérios de avaliagdo de
expresséo de cada dos marcadores e de classificacdo destes tumores. Somos veementemente da
conviccdo de que e fundamental a elaboragdo de um protocolo unificador que inclua todos os
passos necessarios ao estudo, da recolha de dados e escolha de amostras até a analise e
interpretacdo de resultados. Estabelecer novos consensos e alargar o espectro de guidelines que
Pefia (2014) iniciou e que nos serviu de linha condutora para o estudo imunohistoquimico.
Optamos por fazer uma andlise relativamente exaustiva a amostra que nos foi possivel obter,
procedendo a estudos associativos e comparativos, mas julgamos que seria importante, com a
finalidade de chegar a conclusdes com maior forca cientifica, ir constantemente redesenhando
e redefinindo critérios amostrais. A representatividade de uma amostra é condicao sine qua non
para garantir o rigor de cada trabalho mas a representatividade amostral pode ser posta em causa
pela auséncia de representatividade de cada caracteristica quando pretendemos um estudo
comparativo ou associativo. Julgamos também que para estudos de prognostico os estudos de
analise multivariada teriam sido uma mais-valia, dada a interferéncia de “efeitos” de algumas
caracteristicas para a assuncao do valor de outras.

Este trabalho deixa véarias questbes e, consequentemente, varios desafios em aberto
(mencionados principalmente ao longo da discussdo) assim como permite, mesmo a partir dos
dados obtidos, a possibilidade de uma continuacgdo do estudo (alargar o tempo de estudos de
sobrevivéncia por curvas de Kaplan-Meier, por exemplo, estaria a distancia de uma atualizacédo
de informacdes, de muito facil e rapida concretizacdo). Consideramos que este foi o Gltimo dos
objetivos (a que nos tinhamos inicial mas tacitamente proposto) que conseguimos concretizar:
avivar a curiosidade, deixar a inquietacdo de um projeto inacabado, perceber a possibilidade de
encontrar ainda mais respostas por querer fazer mais perguntas, deixar acesa a luz que nos
impele para a superacao e o crescimento no conhecimento. A mudanca de paradigmas, mais do
que nos fazer sentir perdidos, aproxima-nos de uma realidade que se afigura mais tangivel.
Como citado no inicio deste trabalho, “Any knowledge that doesn’t lead to new questions
quickly dies out: it fails to maintain the temperature required for sustaining life” (Wislawa

Szymborska).
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