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Resumo

As neoplasias mamarias sdo um grande desafio na oncologia veterinaria, e
devido ao seu comportamento varidvel e desfecho frustrante, os parametros
classicos podem ser complementados por exames moleculares, principalmente
pela imunohistoguimica, o que resulta em uma maior elucidacdao do quadro,
em especial ao progndstico. Este trabalho tem o objetivo de revisar fatores
progndsticos equatro imunomarcadoresde importdncia para as neoplasias
mamarias de cadelas, sendo estes: COX-2, E-caderina, Receptores hormonais
e Ki-67.

Palavras-chave: Neoplasia mamariacanina;Receptor de estrdégeno alfa.
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Canine mammary tumors: prognostic markersand
immunohistochemistry (COX-2, E-Cadherin, hormonal receptors and
Ki-67) - Review

Abstract

Canine mammary tumors are a big challenge in veterinary oncology, and due
its variable behavior and frustrating outcome, classics parameters can be
complemented by molecular tests, mainly by immunohistochemistry, which
results in a greater elucidation of the clinical framework, especially to
prognosis. This paper has the aimto review prognosis factors and four
immunomarkersof importance for canine mammary tumors, being these: COX-
2, E-cadherin, Receivers hormonal and Ki-67.

Keywords: Canine mammary tumors; Estrogen Receptor Alpha.

1. Introducao

Nos ultimos anos houve um aumento da prevaléncia de animais de companhia
diagnosticados com neoplasias, justificada pela maior expectativa de vida dos
animais, resultado de melhor nutricdo, imunizacdo e avancos na prevencao e
tratamento de varias doencas*>. Assim como nos seres humanos, as neoplasias
em animais de estimacdao tém ocorréncia espontanea, o que torna os cdes
excelentes modelos para o estudo da oncologia comparada, biologia do cancer,
investigacOes clinicopatoldogicas e avaliacdo de novas drogas terapéuticas, e
dentre as neoplasias dos caes, se destaca o tumor de mama, que compartilha
com as mulheres importantes fatores clinico patoldgicos, histopatoldgicos e

bioquimicos*>:>%4”,

As neoplasias mamarias representam o desafio mais comum na pratica
veterinaria, com dificuldadese frustragdes compartilhadas por clinicos durante
o tratamento e anatomopatologistascom relacdo ao diagndstico e fatores

29,20,50,47 Os

progndsticos tumores mamarios representam a maior

porcentagemdas neoplasias quando consideradas apenas as cadelas, sua
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incidéncia é homogénea por todo o mundo, onde 50% apresentam
comportamentomaligno e com altas chances de metastases. Clinicamente a
maioria das cadelas sdo saudaveis e os tumores podem ser identificados pelo

proprietario ou clinico no momento do exame fisico®3342:43:20,

A patogenia é hormonal, sendo o ponto critico a exposicdao de hormonios
enddgenos ovarianos durante a fase pré pubere, fato este extensamente
comprovado com acompanhamento de animais castrados,nos quais os
resultados demonstram que o risco de desenvolvimento da neoplasia aumenta
em 0,05%, 8% e 26% em cadelas submetidas a ovariosalpingo histerectomia
(OSH) antes do primeiro ciclo estral, antes do segundo ciclo estral e depois do

segundo ou mais ciclos respectivamente!!?’42,

A literatura relata como principais dados epidemioldgicos a idade, com faixa
etaria média de oito anos; maior incidéncia em animais ndao ovariosalpingo
histerectomizados; ocorréncia de multiplos tumores em 70% dos casos; maior
ocorréncia com histéorico do uso de progestdgenos exdgenos, € maior

incidéncia nos pares de mama inguinais®*-20:2%:42:47,

O diagnéstico incial pode ser feito por meio de andlise citopatoldgica do tumor,
com finalidade de excluir outras neoplasias de pele e lesbes nao-neoplasicas,
sendo essa uma técnica suficientemente sensivel e especifica, com altas taxas
de concordancia quando comparada aos resultados histopatologicos. A
citopatologia também é utilizada para avaliagdo de metdstases regionais nos
linfonodos, direcionando a abordagem terapéutica e o progndstico do

paciente®29:°9,

Exceto para casos de casos de carcinoma inflamatério ou em quadros de
metastase a distancia,a excisdo cirurgica é a terapéutica de escolha em todos
0s casos de tumores de mama pois resulta em uma maior chance de cura,
aumenta o tempo e a qualidade de vida do animal, além de proporcionar

material para analise histopatolégica®*1%26:20,
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Devido ao comportamento bioldgico varidvel das neoplasias mamarias da
cadelasdao necessariosfatores que auxiliem na avaliacdo do progndstico e

consequentemente um tratamento adequado®®33:314°

, exemplificado por a
classificacdo e graduagao histopatoldgica, o sistema de estadiamento clinico, e
marcadores moleculares acessiveis através da técnica de

imunohistoquimica®*3142,

A histopatologia é o método de diagnodstico definitivo para neoplasias
mamarias, pois promove mais critérios a respeito do comportamento tumoral,
graduacao tumoral, presenca de necrose, invasao de vasos e tecidos
adjacentes, margens cirurgica, classificacdo histoldgica e possibilidade de

analise imunohistoquimica®2642,

A classificacdo morfoldgica das neoplasias mamariasem cadelas um tema com
contradicdes e divergéncias, principalmente pela variabilidade morfoldgica dos
tumores no mesmo animal e no mesmo tumor®’. Entretantorecentemente

I.1> e Casalli et al.*

foram publicadoras novas propostas por Goldschmidt et a
nas quais os autores dividem os aspectos morfoldgicos em grupos,
apresentando maiores relacdes ao progndstico, e atribuicdo de valores
preditivos para determinadas classificacdes, principalmente quanto a

recomendacao para quimioterapia.

A graduacao histopatoldgica é um critério de avaliacao da neoplasia que estima
a agressividade e diferenciacao do tumor. O sistema de graduacao mais
utilizado em pesquisas € o método de Nottingham modificado por Elston &
Ellis, e possuiboas correlagdes com outros fatores prognésticos*>. A graduagdo
divide-se em trés (I, II e III) com um sistema de escore (Figura 1) onde se
soma a pontuacao a partir da quantidade de tubulos, pleomorfismo nuclear e

indice mitdtico®.
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Caracteristicas Pontuagido

1. Formacdo de tibulos

Mais de 75% do tumor 1
10 a 75% do tumor 2
Menos de 10% do tumor 3

2. Pleomorfismo nuclear

Micleos de tamanho normnal 1
Aumento & variacdo no tamanho 2
Variacio evidente 3

3. Contagem mitStica

0 a 8 por CGA 1
9a 16 por CGA 2
17 ou mais por CGA 3
Total da pontuacio Grau de malignidade
35 I
G-7 Il
B-9 m

Figura 1. Sistema de escore usado para graduacdo de neoplasias mamarias.
Método de Nottingham modificado por Elston & Ellis. CGA = Campo
deGrande Grande Aumento, 40X (Fonte: Cassali et al, 2011%).

O métodode estadiamento clinico TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) (Figura

2),analisa a extensdo da neoplasiae serve de registro eauxilio na comunicagao

4,26,20,31,43 |46

entre clinicos Yamagami et a mostram que o estadiamento
tumoral é um excelente método para definicdo do progndstico, onde é
claramente perceptivel a queda no tempo de sobrevida conforme o aumento

do grau no estadiamento (FIGURA 3).
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T = Tumor primario

T1 =<3 centimetros de didmetro no maximo
T2 3-5 centimetros de difmetre no maxmo

T3 >5 centimatres de didmetro no maximo

N = Linfonodo regional

MO Sem metistase

M1 Presenga de metdstase

M - Matistaze distantas

MO  Sem metistaze detectada

M1 Metdztase detectada

Estagios

I: T (1] MO
I T2 MO MO
n: T3 MO MO
v qualquer T N1 M1
V: qualquar T qualguer M M1

Figura 2. Sistema de estadiamento clinico TNM (Adaptado de LANA et al.
2007°9).
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F-+ Estagio 3 (N=22)
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Figura 3. Relagdo entre a sobrevida e o estdgio TNM (Adaptadode: YAMAGAMI
et al, 1996°)
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A oncologia veterinaria tem utilizado a imunohistoquimica (IHC) para a
identificacdo de varios marcadores relacionados ao comportamento bioldgico
das neoplasias e avaliacdao de fatores progndsticos e preditivos, os quais
avaliam o tumor mais criteriosamentese comparada apenas ahistopatologia*®,
Portanto devido a grande complexidade e variabilidade do desfecho das
neoplasias mamarias, existe um grande interessena procura e padronizacdo de
marcadores moleculares especificos, para elucidar fatores independentes
relacionados ao prognéstico**®. A IHC tem boa aplicabilidade para diagndsticos
especificos de doengas neopldsicas, poisé uma técnica com base simples e
finalidade de demonstrar antigenos em uma seccdo histoldgica, devido a

ligacdo do anticorpo especifico com o antigeno especifico®’.

Considerando-se os métodos de classificacdo, graduacao histoldgica e
estadiamento clinico, ferramentas jadifundidas na medicina veterinaria, hoje é
importante para o médico veterindrio o conhecer a utilizacdao de
imunomarcadores e sua capacidade de correlagdgo com o comportamento

tumoral e consequente progndstico do paciente oncoldgico.

Essa revisao tem o objetivo de descrever os principais fatores prognosticos
classicos e imunomarcadores encontrados na literatura que estao relacionados
a sobrevida em cadelas, sendo esses Ciclooxigenase-2, E-caderina, Ki-67 e
receptores hormonais (Era/PR), além de uma revisdo elucidacdo de oncologia

comparada.

2. Ciclooxigenase-2

COX-2 é uma enzima induzida a partir de estimulos especificos como
mediadores inflamatorios, hipdxia, fatores de crescimento e varios oncogenes.
A COX-2é um catalisador na reacao do acido araquidénico em tromboxanos e
prostaglandinas!®®1®213¢ A atuacdo da COX-2 na progressdo de neoplasias

estd relacionadacom a sintese de prostaglandina E2(PGE2), a qual contribui
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para a proliferacao tumoral (Figura 4) e atua no aumento da divisao celular,

angiogénese,invasdo e metastase e supressdo da resposta imunoldgica®1®.

Acido araquidénico
COX -1

COX-2
PGG) / PGH_‘, Prostaglandina Gz/Hz

Sintese dePGE:

TR

Proliferagcdo Angiogense Tlnvaséo celular  Imunossupresséo
celular tumoral

Figura 4: sintese de PGE2 a partir da COX-2, e a sua influéncia no
desenvolvimento tumoral

A relacdo da COX-2 com processos neoplasicos foi descoberta com estudos
epidemioldogicos onde pacientes humanosque recebiam baixas e
constantesdoses deanti-inflamatoérios nao esteriodais(AINES) apresentavam
diminuigao significativa no desenvolvimento de carcinoma colorretal, ehoje a
expressao de COX-2 é bem relatada em varios tipos de neoplasias em

humanoseanimais'®®,

Segundo Dias Pereira et al®e Lavalle et al*!

, provavelmente a COX-2 na
glandula mamaria normal de cadelasesta relacionada a processos fisioldgicos
de proliferacao tecidual, como a inibicaGo de apoptose, aumento da

angiogénese, ativacao de metalanoproteinases e a divisdo celular.
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De acordo com Dias Pereira et al.®a intensidade e o local de expressdo de COX-
2 variam com o grau de diferenciacao celular, ou seja, quanto mais diferente
do normal a célula neoplasica for, maior sera sua expressao de COX-2.Desse
modo a glandula mamaria normal, avaliada por imunohistoquimica, expressa a
COX-2em quantidade moderada aacentuada no apice da membrana (Figura 5);
as células de neoplasias benignas expressam COX-2 em quantidade moderada
aacentuada na membrana e fraca no citoplasma (Figura 6); ja as células
malignas expressam grande quantidade de COX-2 no citoplasma (Figura 7),
enquanto metastases possuem expressdoem grande quantiadena membrana e
no citoplasma com intensidade igual ou maior que o tumor de origem (Figura
8).

Em humanos a correlacao entre COX-2 e o prognostico ja foi demonstrada em
varios tipos de neoplasias, incluindo o periodo livre da doenca e o tempo de
sobrevida, os quais sao definidos respectivamente por:tempo entre a cirurgia e
o reaparecimento do tumor eo tempo entre a cirurgia até a morte causada pela

neoplasial®>*.

Nos cdes, a evidéncia da relacdo entre o prognodstico e a expresao COX-2 foi
demonstrada pela correlacdao dos niveis de expressdao de COX-2 e o
comportamento benigno e maligno das neoplasias mamarias, o que
sabidamente estd relacionada com um pior progndstico. Do mesmo modo,
altos niveis de COX-2 também sdo observados em casos de carcinoma
inflamatério e metdstases?>3*3® Além da indiferenciacdo celular, outros autores
demonstram varios fatores clinicopatolégicos correlacionados com altas
expressdes de COX-2, os quais estdo relacionados a piores prognosticos:
Millanta et al.>®> demonstraram existir uma ligacdo significativa entre a COX-2 e

1.3* que descrevem maior expressdo

a graduacao histopatoldgica, Queiroga et a
de COX-2 estd diretamente relacionado ao maior tamanho e maior ulceracao
tumoral, crescimento rapido e aderéncia a tecidos adjacentes, eQueiroga et
al.>®0s quais relatam que metastases regionais ou distantes e infiltragdo

tumoral também estao relacionadas a altos niveis de expressao de COX-2.
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Figura 5. Glandula mamaria normal. Expressdao de COX-2 nas células
epiteliais (regido apical da membrana, setas). Cao. Imunohistoquimica.
400x.Figura 6. (Adenoma simples) Neoplasias benighas expressam COX-2
no padrdo citoplasmatico (seta preta) em quantidade moderada, e
membranoso de maneira fraca (seta branca). Cao. Imunohistoquimica.
200x.Figura 7. (Carcinoma sdlido) Neoplasias de comportamento maligno
expressam COX-2 em padrdao citoplasmatico em grande quantidade (setas).
Cao. Imunohistoquimica. 400x.Figura 8. Metastase em linfonodo. Células
neoplasicas exibem marcagcdo intensa para COX-2 em ambos os padroes
(setas). C3o. Imunohistoquimica. 100x (Fonte: DIAS PEREIRA et al, 2009%)

Para uma analise mais rigorosa e precisa da validade da COX-2 como fator

prognéstico, Lavalle et al.?! 1.2 |34

, Millanta et al.“?>, Queiroga et al.””, Queiroga et
al.>® dividiram os tumores em alto e baixo grau de expressdo para COX-2
para corelacionar com o tempo de sobrevida total e concluiram, de forma
consensual, significativa queda no tempo de sobrevida total (OS) em animais

pertencentes ao grupo de alta expressao de COX2 (Figura 9).
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Queiroga et al.®® elucidaram o tempo livre da doenca (DFS), e evidenciaram
relagao significativa entre altas expressdes de COX-2 e menor tempo na

recidiva da neoplasia apos a retirada cirurgica (Figura 10).
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Figura 9. Correlacdo da alta expresao de COX-2 com menor tempo de
sobrevida. Figura 10. Correlagao da alta expresao de COX-2 com menor
tempo de recidivas. (Adaptado de Queiroga et al, 20103°).

Apesar do significativo nimero de estudos sobre a COX-2 e sua correlagdo com
o tempo de sobrevida, os autores concluem que a expressao de COX-2,
mesmo estatisticamente relacionada com a sobrevida, ndo pode ser até o
presente momento considerada como um fator progndstico independente, isto
é, altas expressdes tendem a resultar em um pior progndstico, e desta
forma esse dado isolado ndo é capaz de determinar o desfecho clinico,
pois nao elucida de maneira segura o comportamento bioldgico da

neOp|a5i321'25'34'35'36.

Os niveis de imunomarcacdao da COX-2 podem também servir como um fator
preditivo, ou seja, um resultado capaz de selecionar os pacientes para
determinada conduta terapéutica que nesse caso se trata de inibidores
seletivos da COX-2, por exemplo, em casos onde a cirurgia ndo é recomendada

ou onde ha alto risco de metdastase, atuando com funcao paliativa e de terapia
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adjuvante respectivamente, o que pode resultar em melhoria da qualidade de

vida dos animais acometidos por neoplasias mamarias?!1%:25:36,

3. E-caderina

As caderinas sdo glicoproteinas transmenbranosas que desempenham papel
fundamental na embriogénese, adesdo intercelular e manutencdao da
arquitetura tecidual. Dentre essas, se destaca a Ecaderina (E-cad), como
principal responsavel pela juncdo e manutencdo das células epiteliais, e esta
presente em todos os tecidos!*?*3°, Com finalidade de aumentar a forca de
adesao as E-cad possuem dois pontos de apoio (Figura 11), um intracelular,
mediado por outras proteinas chamadas cateninas, e fixa ao cito esqueleto de
actina (terminal C), o outro é extracelular (terminal N) que se adere

ao ponto homdlogo da mesma molécula da célula adjacente!32:3241

Devido a alta incidéncia de neoplasias de origem epitelial em humanos e
animais, a E-cad tem sido foco de diversos estudos voltados para compreensao
das caracteristicas bioldgicas das neoplasias e sua relacdo em situacdoes de

baixa expressdo com fatores clinico patoldgicos e prognésticos*L.

E-caderina

N-terminal _

Caze

Figura 11.Representacdao esquematica da interacdo das moléculas de E-
caderina e relagdo com as cataninas (Fonte: PIEKARZ et al, 2008°?).
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A importancia da avaliacdo da perda de expressao da E-cad na oncologia vem
do envolvimento desta molécula em processos basicos da carcinogénese
relacionados a auséncia de organizacao tecidual. Assim a prépria funcdo da
molécula explica a patogenia na sua auséncia, pois quando expressa em
menores niveis ocorre uma menor forca de coesdo entre as células
permitindoum crescimento com menor organizacdao, no qual ha perdado
controle proliferativo porcontato,facilitandoainvasdoemetdstase®31°, A perda
da expressdo de E-cad ocorre por varios mecanismos e inclui a eliminagao
completa ou parcial do gene responsavel, inativacdo por processos

epigenéticos e rearranjo da cromatina .

Quanto ao local da imunomarcacdo de E-cad em cdes, as glandulas mamarias
normais (Figura 12) e a maioria dos processos neopldsicos benignos (Figura
13) se apresentamsemelhantes,commarcagao
positivanasuperficiebasolateraldascélulasdolimen,ouseja,no ponto de contanto

célula-célula do epitélio luminal, caracterizado como padrdo membranoso®3°41,

Figura 12.a. Imunoexpresséo de E-caderina em glandula mamaria normal
com padrao basolateral das células do Iumen. Imunohistoquimica, 63x
Figura 12.b Adenoma tubulo papilar. A neoplasia apresenta imunomarcagao
para E-caderina de maneira semelhante da glandula normal.
Imunohistoquimica, 63x (Fonte: SARLI et al, 2004*!).
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Nos tumores malignos ocorre uma diferenca de expressao quando
comparadoscom glandulas normais e neoplasias benignas, pois enquanto essas
tendem a apresentar maiores niveis de marcadores na membrana, o qual é o
local fisioldégico, as células neoplasiasmaisindiferenciadastendemaexpressar
maioresquantidadesde E-cadnocitoplasma, um local anormal,caracterizado

)13,23,38,39,41

como padrao citoplasmatico (Figura 13 Adicionalmente, segundo

Gama et al.'3

, @ expressdo de E-caderina nas neoplasias mamarias malignas
estd relacionada a graduacdao histopatolégica, e apesar da auséncia de
correlacao estatistica, existe uma tendéncia de menor expressdo membranosa
que acompanha aindiferenciagao celular e consequentemente a graduacgao

histopatoldgica.

BmMembrancse M Citoplasmaitico |!

Glandula normal Displasia Meoplasia benigna Meoplasia maligna

Figura 13. Relacdo entre os padroes de distribuicdo de E-Caderina de acordo
com o comportamento biolédgico da amostra (Adaptado de Sarli et al, 2004%1).

O porque da E-caderina ser encontrada no citoplasma de neoplasias malighas
ainda ndo esta elucidado, porém existem hipoteses de defeitos na aderéncia da
moléculana membrana citoplasmatica associada a um comprometimento na

ligacdo com as cateninas®*!.
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12> e Gama et al'®descrevem varios achados clinico patoldgicos e

Matos et a
mostram que a baixa expressao membranosa de E-caderina esta relacionada a
maiores areas de necrose tumoral, tamanho, ulceracdo, indice mitotico,
invasao de tecidos adjacentes e vasos, crescimento infiltrativo, maiores
chances de metastase em linfonodos e maior indiferenciacdo estrutural

avaliado pela graduacao histopatoldgica.

Quando se compara a E-cad com a classificagdo histopatoldgica, ocorrem
diferengcas de expressao que sao facilmenteexemplificadas por dois tipos de
tumores malignos, primeiro os tubulopapiliferos (Figura 14) com alta
expressao de E-cad, que estd relacionada a maior elaboracdo da arquitetura
tecidual, e segundo os sdlidos (Figura 15), com baixa expressdo, onde a
arquitetura caracteristica do tecido de origem estd completamente

ausente!3:38:39.23

F|gura 14 (Carcmoma tubulopaplllfero) Alto nivel de expressao de E-
caderinas (setas) em neoplasias com arranjos teciduais elaborados. Cao.
Imunohistoquimica 400x.Figura 15. (Carcinoma soélido) Baixa expressao de E-
caderina (setas) relacionada a auséncia de arquitetura tecidual elaborada.
C30. Imunohistoquimica 400x (Fonte: MATOS et al, 2006a23).

Quanto a imunoexpressdo de E-cad em metdstases, Brunetti et al.> avaliaram
de forma comparada as quantidades expressas entre o tumor primario e as
metdastases nos linfonodos regionais, eo resultado foi uma significativa

diferenca dos niveis de expressdao entre eles, onde tumores primarios
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apresentaram menor expressao de E-cad quando comparados aos focos
metastaticos.A perda da expressao de E-caderina € um pré requisito para a
ocorrer a metastase, porém se presume que é umamodificacdo temporaria, e
ocorre somente na fase inicial de clonagem das células neopldsicas do tumor
primario, assim, a reexpressao € um processo necessario para a adesao e

estruturacdo das células metastaticas em dérgdos distantes®.

.13 avaliaram o tempo de sobrevida total e o periodo livre da doenca

Gama et a
com relagdo a quantidade imunoexpressao de membrana de E-cad e
distribuiram os animais em dois grupos: E-cad preservada e E-cad reduzida na
membrana. O resultado mostrou que a redugao da E-caderina causa uma
queda significativa no tempo de sobrevida (figural6) e do tempo livre da
doenca (figural7). Assim foi demonstrado que a perda da principal molécula
de adesdo celular, a E-caderina, além de relacionada a importantes fatores

clinicopatolégicos, esta diretamente ligada a um pior progndstico.

100
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Figura 16.Sobrevida total em relacdo a expressdo de E-caderina em
neoplasias mamarias malignas. Figura 17. Tempo livre da doenca em
relacdo a expressao de E-caderina em neoplasias mamarias malignas.
(Adaptado de Gama et al, 2008%3).
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4. Ki-67/MIB-1

A velocidade de crescimento € um parédmetro importante na previsao do
comportamento bioldgico das neoplasias mamarias e que na pratica clinica é
um critério dificil de ser avaliado, entretanto a imunohistoquimica é capazde
mensurar o crescimento tumoral® e dentre os varios marcadores para a analise
da proliferacao celular, destaca-se o Ki-67, reconhecido pelo anticorpo MIB-1,
que se caracteriza por uma proteina nuclear ndo histona expressa no ciclo
celular nas fases G1, S, G2 (Intervalo 1, sintese e intervalo 2) e mitose, sendo

detectavel uma hora apds a fasede mitose!”30:40:4449,

A expressao do imunomarcador MIB-1, estreitamente relacionado a
proliferacao celular, possui importancia como complemento ao diagndstico
histopatoldgico, permitindo uma avaliagdo mais criteriosa por meio da analise
da razdo entre as células em ciclo proliferativo e as células totais, chamada de
da fracdo de crescimento®. Nas neoplasias mamarias de humanos, a
expressao de Ki-67 é correlacionada com diversos fatores clinicopatoldgicos,
inclusive a interagcdo com outros marcadores como os receptores de estrégeno
e pode ainda prever se o uso da quimioterapia serd benéfico parao

40,49

paciente Nos cdes também existe correlacdo entre altos niveis de

expressao de Ki-67, como por exemplo: na indiferenciacdo celular,
classificacdo histopatolégica (Figuras 18 e 19) e o indice mitético emostram
também que ha uma relacdo légica de aumento da proliferacdo celular com o

1,17,22,40,49

comportamento expansivo e proliferativo das neoplasias Outros

critérios clinico patoldgicos associados a maior proliferacdo celular evidenciado
pelo Ki-67 sao: ulceragdao, maior tamanho e infiltragdo em tecidos

adjacentes3%4422,
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Figura 18. (Carcinoma tubulopapllar) Imunomarcégao para KI- 67 restrita ao
nicleo (setas). Cd&o. Imunohistoquimica. 400x.(Fonte: KADTHUR,
2011')Figura 19. (Carcinoma sélido) Alta imunoexpressdo de Ki-67, mitoses
(seta preta) e nucleos positivos (setas brancas). Cdo. Imunohistoquimica
(Fonte: PENA et al,1998%),

A expressao de Ki-67 nas neoplasias de caes ocorre de forma restrita ao
nucleo, nos padrdes difuso, granular, nucleolar ou misto, além da evidenciacao
do nucléolo e maior nimero de células positivas na regido periférica do
tumor!”:22:3040 A expressdo de Ki-67 é proporcional ao grau de malignidade da
neoplasia, porque a proliferacdao celular aumenta junto com a sua
indiferenciacdo, ou seja, quanto mais maligno o tumor, mais as células se
proliferam, exemplificado pelo aumento gradativo de expressao em

adenocarcinomas até carcinomas solidos°

Segundo Amorim et al.! os carcinomas inflamatdrios, com comportamento
extremamente agressivo, tem altas taxas de proliferagao celular mensurada

por imunomarcacdo para Ki-67.Quanto a metdstases, Pefia et al.>°

relatam
uma expressao significativa de positividade para MIB-1 com o relagao ao
acometimento de linfonodos, e os autores concluem que o expressao de Ki-67
€ um marcador para previsao de metastases, por quequando ocorre expressao
positiva em mais que 24%das células, a probabilidade de metastase aumenta

para 99%.

Kadthur et al.'’concluiu um valor de corte (14,27 por campo) para a expressdo

de Ki-67 nas neoplasias mamarias de cadela, podendo assim separar os
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tumores em dois grupos, os de alta expressao e de baixa expressao, este
resultado foi possivel porque esse marcador pode ser correlacionado
diretamente ao progndstico (Figura 20) e o grupo de animais com tumores de
baixa contagem positiva apresentou melhor sobrevida quando comparados aos
de alta contagem positiva. Tais dados mostram, portanto significativa

aplicabilidade da analise da proliferacao celular pelo Ki-67.

Proporgao de sobrevivencia

~dee < 14.27
——> 1427

Porcentagem de sobreviventes

0 L) L) L) 1

L) L]
0.0 2.5 5.0 7.5 10,0 125 15.0
Tempo em meses

Figura 20. Demonstracdo do tempo de sobrevida em relagdo a
imunoexpressao de acordo com o valor de corte estabelecido por Kadthur
(2011) (KADTHUR et al, 2011%).

5. Receptores hormonais

Os hormonios ovarianos participam de maneira fundamental na fisiologia da
glandula mamaria e do mesmo modo estdo relacionados ao desenvolvimento
das neoplasias mamarias®!®42, Os principais horménios com participagdo na
multiplicacdo celular sao os estrégenos e as progesteronas, sendo seus
principais receptores imunohistoquimicos caracterizados respectivamente por:

ERa (Receptor de estrégeno alfa) e PR (Receptor de progesterona)®1842,

Nos seres humanos a funcdo dos receptores hormonais Era e PR estdo

descritas com valorprogndstico em relacao ao tempo de sobrevida, tempo livre
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da doenca e a proliferacao celular além de valor preditivo associado ao uso de

terapia com moduladores hormonais?®42,

Em cadelas, a imunomarcagao para ambos os receptores, ERa e PR, ocorrem

®7:2% esegundo Chang et al. (6) a imunomarcag&o

de maneira restrita ao nucleo
destes receptores em células normais ocorre de maneira homogénea e
apenas as células neoplasicas mostram intensidade varidvel, porém Nieto et
al.?® descrevem evidente heterogeneidade de expressdo nas glandulas
normais e neoplasicas, e atribui este fato as diferencas de atividade

metabodlica entre as células.

Os niveis de expressdo de ERa e PR estdo associados ao comportamento
bioldgico analisado pela morfologia histopatoldgica, onde ocorrem maiores
niveis de imunomarcacdo em tumores benignos em comparagdo aos

malignos (Figuras 21, 22, 23 e 24)%1%7:2>28,

Quando avaliados conjuntamente, as expressdoes de ambos o0s receptores,
Erae PR, mostraram que a maioria dos tumores benignospossui
imunomarcacdo positiva para os dois receptores, ou seja, mais proximo da
célula normal, enquanto os tumores malignos expressam, em sua maioria,

Eranegativo e PR positivo®”’.

A quantidade de receptores hormonais sdo relacionados a classificacdo
histopatoldgica quanto a presencado componente mesenquimal, assim as
neoplasias caracterizadas como complexas ou mistas possuem maiores niveis
de expressao desses marcadores quando comparada aostumores classificados
como simples, ou seja, sem o componente mesenquimal. Do mesmo modo
ocorrem menores niveis de expressao em tumores indiferenciados,
representado pelos carcinomas soélidos e sarcomas, quando comparados com

adenocarcinomas®’%8,



ARENALES, A., BASSO, K.M. e CALDERON, C. Tumor de mama em cdes: marcadores
progndsticos e imunohistoquimica (COX-2, E-caderina, Receptores hormonais e Ki-67) -
revisdao de literatura. PUBVET, Londrina, V. 8, N. 22, Ed. 271, Art. 1806, Novembro, 2014.

Figura 21. (Adenoma) Expressao de ERa em neoplasia benigna. Intensa
imunomarcacao restrita ao nucleo das células epiteliais (setas). Cao.
Imunohistoquimica. Barra equivale a 150 pm(Fonte: MILLANTA et al,
2005%*).Figura 22. (Carcinoma simples tubulopapilar) Expressdo de ERa
(setas) em neoplasia maligna. Evidente heterogeneidade e baixo nivel de

expressao. Cao.Imunohistoquimica. Barra equivale a 150 pm(Fonte:
MILLANTA, et al, 2005%*).Figura 23. (Neoplasia benigna) Nucleos corados de
forma heterogenia (setas) parao imunomarcador PR. Cao.

Imunohistoquimica. Barra equivale a 240 pm (Fonte: MILLANTA et al,
2005%").Figura 24. (Carcinoma sdélido) Imunomarcacdo intensa para PR
(setas) em neoplasias de comportamento bioldgico malignas.
Imunohistoquimica. Barra equivale a 25 pm(Fonte: CHANG et al, 2009°).

A indiferenciacdao celular comparada aos niveis de receptores hormonais foi
demonstrada em dois trabalhos: Amorimet al.! que avaliaram a expressdo de
receptores hormonais em carcinomas inflamatérios, e obteve total auséncia
destes, e De Las Mulas et al.”o qual associou a graduacdo histopatoldgica com

a expressao de Erae PR, e os resultados mostraram que o0s graus
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histopatoldgicos mais baixos (I e II) tendem a expressar menores

quantidadesdos receptores.

Segundo DelasMulas et al.”quando um ou ambos receptores estdo presentes
em neoplasias malignas os tumores sdo frequentemente menores que trés
centimetros, possuem auséncia de infiltracdo vascular, menores areas de

1.?% a auséncia

necrose e maior infiltrado linfocitico.De acordo com Nieto et a
total de expressdo de Era estd diretamente relacionada a ocorréncia de
metastases em linfonodos regionais, este fato também foi demonstrado por
Chang et al.®, com a andlise dos graus de estadiamento clinico relacionado a
imunomarcacao de ambos os receptores, onde os autores encontraram maior
tendéncia dos baixos estadios (I, II e III) apresentarem altos niveis de

expressdo de receptores.

A fracdo decrescimento celular mensurada com uso de imunohistoquimica para
Ki-67 relacionada ao Era foi estudada por Nieto et al.?®os quais mostraram que
o status hormonal estd inversamente relacionado ao indice proliferativo, e do
mesmo modo, ao analisar somente o PR, Geraldes et al.*observaram
resultados semelhantes, com queda dos niveis de imunoexpressdo e aumento

da proliferacao celular.

|.14 |.28

Assim ambos os autores, Geraldes et a e Nieto et a concluem que altas
taxas de proliferacdo em neoplasias mamarias malignas estao acompanhadas
de uma diminuicdo da dependéncia hormonal, e resulta em um crescimento
celular com maior autonomia, ou seja, as células neoplasicas perdem os
receptores hormonais que fisiologicamente regulariam a multiplicacdo celular e
passam a multiplicar-se independentemente, com menos mecanismos de

regulagao.

Quanto ao tempo de sobrevida total e o periodo livre da doenca,os resultados
ainda sdo contraditérios entre os autores, Nieto et al.?® avaliou apenas o
Erae demonstrou correlagao inversa de ambos (OS e DFS) e o status

hormonal, enquanto De Las Mulas et al.” ndo encontrou relacdo entre o DFS e
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o ERa. Entretanto Chang et al.°ndo encontrou dados estatisticos suficientes
para relacionar o DFS ap6s um ano com o ERa, mas somente para o PR,
onde relatam um maior tempo de sobrevida em tumores com altas

expressoes de receptores de progesterona (Figura 25).
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Figura 25. Aumento significativo da sobrevida relacionada a
imunoexpressao de receptores de progesterona (PR) (Adaptado de Chang et
al, 2009°).

Varias estratégias sao utilizadas em humanos para bloqueio dos receptores
hormonais,incluindo os SERMS (Specific Estrogen Receptor Modulators),
tornando assim a expressao IHC dosErae PR um exame com valor preditivo, ou
seja, se o paciente apresentar niveis altos de receptores hormonais, o uso do
medicamento para bloquea-los e diminuir a multiplicacdo celular é
recompensador. A principal droga utilizada é o tamoxifen, e nos caes seu uso
ainda nao é recomendado devido a efeitos colaterais, entretanto a alta
expressao de PR possibilita o uso de antagonistas deste receptor e o uso de
cadelas como modelo para experimentacao de terapias hormonais

adjuvantes’2%42,
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6. Conclusoes

Vista a grande variabilidade do comportamento bioldgico das neoplasias
mamarias e a significativa chance de falhas de previsdo dos fatores
progndsticos ditos “classicos”, a imunohistoquimica, a qual inclui diversos
marcadores, caracteriza-se hoje como uma excelente ferramenta para auxiliar
na determinacdao do progndstico, abrangendo a sobrevida total e o periodo

livre da doenca, além de modificar o tratamento, elucidando fatores preditivos.

Assim, apesar da relativa escassez de trabalhos com analise da sobrevida
relacionada aos imunomarcadores nas cadelas, é possivel visualizar um grande
campo de atuacdo para os anatomopatologistas veterinarios, em decorréncia
daalta frequéncia das neoplasias mamarias associada a alta mortalidade desta

e o crescente numero de proprietarios colaborativos.

Entretanto a aplicacdao correta da técnica somente ocorre quando clinicos e
anatomopatologistas trabalharem em conjunto, assim apesar da eficiéncia da
IHC ainda é necessario uma ampla comunicacao dos dados entre ambas as
areas, de forma precisa e padronizada, uma vez que existe uma finalidade em
comum, a qual estd relacionada ao progndstico, e este quando feito
corretamente significa um tratamento mais preciso e melhor qualidade de vida
para o paciente, além de proporcionar material de qualidade para estudos em

oncologia veterinaria e comparativa.
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