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MARCADORES TUMORAIS SERICOS E EXPRESSAO GENICA DE RECEPTORES
HORMONAIS EM NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

RESUMO: Obijetivou-se realizar um estudo clinico e histopatoldgico e investigar os niveis
séricos de estradiol, progesterona e prolactina, e a expressdo génica dos receptores de
estrogeno a ¢ B, e de progesterona em cadelas portadoras de tumores mamarios. Foram
utilizadas 60 cadelas de diferentes idades e racas, sendo 30 cadelas portadoras de neoplasias
mamarias e 30 cadelas higidas. Fragmentos do tumor foram coletados para realizacdo do
exame histopatolégico, e para investigagdo da expressdo génica dos receptores hormonais.
Coletou-se ainda amostras de soro para realizacdo das dosagens hormonais séricas e de
Cal5.3. As neoplasias malignas foram mais frequentes (76,7%), destacando-se o
carcinossarcoma (36,7%). A frequéncia dos tumores benignos foi de 23,3%. As neoplasias
mamarias foram em sua maioria multiplas, maiores que 5 cm, localizadas nas mamas
abdominais. Os tutores relataram que 56,7% das cadelas ndo apresentaram sinais de
pseudociese, 63,3% ndo haviam passado por gestacdo anterior, 76,7% ndo haviam feito uso de
anticoncepcionais, e 90% ndo haviam sido castradas. Quanto as dosagens séricas do marcador
Cal5.3 néo foi encontrada diferenca quando comparadas as cadelas portadoras de neoplasias e
cadelas higidas, ou quando comparados 0s demais grupos. As cadelas portadoras de
neoplasias malignas apresentaram maiores niveis de estradiol e menores niveis de prolactina.
Tanto os tumores malignos como 0s benignos expressaram receptores hormonais, nédo
havendo diferenca na expressao entre eles ou entre 0s outros fatores progndsticos. Os niveis
séricos de estradiol aumentaram significativamente com o estadiamento clinico da doenca.
Verificou-se também moderada correlacdo negativa entre os niveis séricos de estradiol e
prolactina. Conclui-se que a influéncia hormonal é evidente nos casos de neoplasias mamarias
caninas, sobretudo dos estrogenos, que parecem estar mais associados as caracteristicas de
malignidade. Soma-se ainda a presenca dos receptores hormonais, mesmo em tipos tumorais
distintos, o que pode propor a utilizagdo da terapia hormonal como alternativa. Ja a dosagem
de Cal5.3 ndo mostrou resultados que tornassem possivel sua utilizacdo como ferramenta
para acompanhamento e avaliacdo das pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Cal5.3, estrdgeno, estradiol, prolactina, progesterona, receptores
hormonais.



SERUM TUMOR MARKERS AND GENE EXPRESSION OF HORMONE
RECEPTORS IN CANINE MAMMARY NEOPLASMS

ABSTRACT: The present objective was to perform a clinical and histopathological study to
investigate the serum levels of estradiol, progesterone and prolactin, as well as the gene
expression of the estrogen receptors a and B, and progesterone in bitches with mammary
tumors. Sixty bitches of various ages and breeds were selected: 30 with mammary neoplasia
and 30 healthy bitches. Fragments of the tumors were collected for histopathology and for
investigation of the gene expression of the hormone receptors. Serum samples were also
collected for measurement of serum hormones and Cal5.3. Malignant neoplasms were more
frequent (76.6%), with a greater number of carcinosarcomas (36.7%). The frequency of
benign tumors was 23.3%. Mammary tumors were mostly multiple, larger than 5 cm, and
located in the abdominal mammary glands. Owners reported that most dogs had not shown
signs of pseudocyesis, had not had a prior pregnancy, nor had they used contraceptives or
been spayed. Regarding serum concentrations of the Cal5.3 marker, there was no difference
when comparing bitches with neoplasia and healthy bitches, or when comparing the other
groups. Bitches with malignant neoplasms had higher levels of estradiol and lower levels of
prolactin. Both malignant and benign neoplasms expressed hormone receptors, and there was
no difference in expression between them. There was also no difference in prognostic factors
between groups. Serum levels of estradiol increased significantly with clinical staging of the
disease. There was also a moderate negative correlation between serum levels of estradiol and
prolactin. It is concluded that the hormonal influence is evident in cases of canine mammary
neoplasms, especially estrogens, which seem to be most associated with malignant
characteristics. The influence of hormones is reinforced by the presence of hormone receptors
even in different tumor types, which could suggest the use of hormone therapy as an
alternative. However, quantification of Cal5.3 did not show any results that made its use
possible as a tool for patient monitoring and evaluation.

KEYWORDS: Cal5.3, estrogen, estradiol, prolactin, progesterone, hormone receptors.
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1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo comuns em cdes, tendo sido relatada uma frequéncia
superior a 50% nas fémeas caninas (QUEIROGA & LOPES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003,
OLIVEIRA FILHO et al., 2010, FELICIANO et al., 2012). Dada a frequéncia com que
surgem na rotina veterinaria e importancia que os cdes possuem como animais de companhia,
0 estudo das neoplasias mamarias caninas ganha destaque na clinica veterinaria (FONSECA
& DALECK, 2000).

As neoplasias mamarias caninas tém sido muito investigadas, principalmente por
servir de modelo para o estudo do cancer de mama na mulher, uma vez que possuem
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas semelhantes as da espécie
humana (PELETEIRO, 1994). S0 considerados aspectos biologicamente semelhantes nos
estudos comparativos do cancer de mama humano e canino o aspecto morfoldgico, a origem
no sistema ductal, os 6rgdos alvos de metastases, a evolugédo clinica das neoplasias, a faixa
etaria de aparecimento, o efeito protetor da ovariectomia e a presenca de receptores
hormonais (CAVALCANTI & CASSALI, 2006). Por esse motivo, 0s tumores mamarios
caninos se mostram como um importante modelo para investigacao experimental do processo
neoplasico em humanaos.

A transformacdo neoplasica é multifatorial e dentre os fatores envolvidos na
oncogénese estdo incluidos a origem viral, influéncia da dieta e obesidade, componentes
genéticos e principalmente a influéncia hormonal (PELETEIRO, 1994; FONSECA &
DALECK, 2000). Soma-se ainda a origem multifatorial, a grande diversidade morfoldgica
dos tumores mamarios, que dificulta a sua classificacdo e confere aos tumores mamarios um
comportamento bioldgico inesperado. Nesse sentido, o estudo de marcadores tumorais tém
alcancado grande progresso nos Gltimos anos. Com o avanco da biologia molecular surgem
perspectivas no estudo de novos marcadores prognosticos, visando a prevencédo, diagndstico
precoce e tratamentos mais eficazes. Investigacdes tém como proposta a utilizacdo desses
marcadores no auxilio a deteccao precoce de recidivas, e acompanhamento do animal durante
o0 tratamento quimioterapico, contribuindo para uma melhor avaliacdo da evolugdo da doenca
(CAMPOS et al., 2012).

Alguns estudos vém apontando novos marcadores tumorais no ambito da biologia
molecular, que buscam a prevencdo, diagnostico precoce e tratamento mais eficazes
(CASSALI et al., 2007). Nesse sentido, a deteccdo de receptores hormonais em tumores de

mama possui valor tanto prognéstico como terapéutico, e vem sendo apontada em diversos
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trabalhos (COSTA et al., 1998; DEPES et al., 2003; HELGUERO et al., 2008; RAMOS et al.,
2012). Nos tumores mamarios caninos, através da técnica de imunohistoquimica e PCR, sdo
detectados receptores de estrégeno e progesterona em diferentes propor¢des a depender dos
tipos tumorais estudados. A presenca dos receptores hormonais comumente estd mais
associada a neoplasias benignas ou a neoplasias malignas melhor diferenciadas, ou seja, a
processos com melhor prognostico, apresentando uma opcdo de conduta terapéutica e
indicando também um importante campo de estudo na oncologia veterinaria.

Em seres humanos, a utilizacdo de marcadores tumorais faz parte da rotina das
pacientes portadoras de neoplasias mamarias. Para que estes marcadores sejam considerados
ideais, eles devem refletir a extensdo do tumor, a resposta ao tratamento e a progressao da
doenca (JACOBS & HASKELL, 1991). Analisado em conjunto com a anamnese e resultados
dos demais exames, o marcador pode trazer informacdes importantes para escolha da terapia e
acompanhamento da evolucdo clinica do paciente. Dentre os marcadores de utilizacdo
consagrada na rotina oncolégica humana, destacamos o CA15.3, uma proteina considerada
como a mais sensivel no acompanhamento de mulheres, sobretudo na detec¢do precoce de
metastases (BICALHO, 2012). Contudo, em medicina veterinaria, os estudos sobre a
utilizacdo de CA15.3 em cadelas portadoras de neoplasias mamarias ainda sdo escassos, e
apresentam resultados conflitantes (JARDINI, 2003; BICALHO, 2012; CAMPOS et al.,
2012; MANUALI et al., 2012).

Diante do exposto, afirma-se que o conhecimento do processo neoplasico e dos fatores
que a ele estejam relacionados através da investigacdo dos marcadores tumorais e do papel
hormonal na carcinogénese é de fundamental importancia para instituicdo do diagnostico,
prognostico e escolha terapéutica adequada, o que traz impactos diretos sobre a qualidade e
tempo de sobrevida das pacientes. Nesse sentido, a demonstracdo de parametros clinicos e
patoldgicos que possuam significado clinico e terapéutico € um promissor campo de estudo.
Contudo, apesar dos varios estudos que vém sendo realizados, muitos aspectos permanecem
ainda mal compreendidos. Assim, o presente trabalho tem como objetivo contribuir no
estabelecimento de melhor conduta clinica, bem como no auxilio diagnéstico e do prognéstico
precoce da neoplasia maméria em cadelas através da avaliagdo dos niveis séricos dos
marcadores tumorais: estradiol, progesterona, prolactina e CA15.3 e da expressdo génica dos
receptores de estrogeno e progesterona e do papel que estes assumem na oncogénese mamaria

canina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Caracterizar clinica e histologicamente os casos de neoplasias mamarias em
cadelas, e avaliar os niveis séricos de estradiol, progesterona, prolactina e de
CA15.3 no soro de cadelas portadoras de neoplasias mamarias, e a expressao
génica dos receptores de estrogeno a e [ e receptor de progesterona no tecido

mamario neoplésico de cadelas.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar as frequéncias dos tipos histologicos de neoplasias mamarias em
cadelas;

- Insvestigar a presenca de metastases em linfonodos de cadelas portadoras de

neoplasias mamarias;

- Investigar as frequéncias das neoplasias mamarias em cadelas, e dos fatores de
risco a elas relacionados, como pseudociese, realizacdo de OSH, alimentacéo, uso

de anticoncepcionais;

- Avaliar os niveis séricos de estradiol, progesterona e prolactina, relacionando-os
ao tipo tumoral e a outros fatores progndsticos classsicos, como estadiamento

clinico, tempo de evolucdo, presenca de ulceracédo e de vascularizacéo;

- Avaliar os niveis séricos do marcador tumoral Cal5.3, relacionando-os ao tipo
tumoral e a outros fatores prognosticos classsicos, como estadiamento clinico,

tempo de evolugéo, presenca de ulceracéo e de vascularizagao;

- Avaliar a expressdao génica dos receptores de estrogeno o e P e receptor de
progesterona no tecido mamario neoplasico de cadelas, relacionando-o0s ao tipo
tumoral e a outros fatores prognosticos classsicos, como estadiamento clinico,

tempo de evolucgéo, presenca de ulceracéo e de vascularizacao.
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REVISAO DE LITERATURA

2.3 Neoplasias mamarias caninas

As glandulas mamarias sdo glandulas sudoriparas modificadas responsaveis pela
secrecdo de leite para alimentacdo das crias. Sdo classificadas como glandulas apdcrinas
tubulo-alveolares compostas, com um parénquima formado por uma camada Unica de células
epiteliais secretoras, que se agrupam formando alvéolos mamarios, envolvidos por células
contrateis de natureza mioepitelial, unindo-se em I6bulos, e posteriormente, em lobos
mamarios (CARVALHO, 2006).

A cadela apresenta, em média, cinco pares de glandulas mamarias, denominadas
toracicas craniais, toracicas caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais
(KOLB, 1987). O estrogeno € responsavel por promover o crescimento de ductos a cada estro,
enguanto a progesterona promove 0 crescimento e desenvolvimento dos alvéolos
(PETELEIRO, 1994). A prolactina por sua vez, cujas concentracfes aumentam nas semanas
finais da gestacéo, prepara o tecido mamario para lactacdo (FELDMAN & NELSON, 2015).
Dessa forma, as glandulas maméarias se diferenciam e involuem repetidamente. Tais
modificacdes do tecido glandular, apesar de serem fisiologicas, podem levar ao
desenvolvimento de alteracdes neoplasicas diversas, principalmente na regido epitelial
(ZUCCARI et al., 2001).

Os tumores mamarios sdo comuns em cdes, tendo sido relatada uma frequéncia
superior a 50% nas fémeas caninas (QUEIROGA & LOPES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003,
OLIVEIRA FILHO et al., 2010, FELICIANO et al., 2012). De acordo com De Nardi et al.
(2002), os tumores de mama representam aproximadamente 45,6% de todas as neoplasias na
fémea canina, sendo que 68,4% destas sdo malignas. Dada a frequéncia com que surgem na
rotina veterinaria e importancia que os caes possuem como animais de companhia, o estudo
das neoplasias mamarias caninas ganha destaque na clinica veterindria (FONSECA &
DALECK, 2000).

Neoplasias sdo definidas como um crescimento de células novas, originalmente
derivadas de tecidos normais que sofreram alteracBes genéticas, permitindo-lhes que néo
respondam aos controles de crescimento e se expandem para além dos limites normais
(McGAVIN & ZACHARY, 2009).

A etiologia das neoplasias mamérias é controversa, sendo consideradas varias

hipdteses diferentes. O tumor de mama € resultante de um processo carcinogénico
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compreendido por Vvarios estdgios que incluem iniciacdo, promocdo, dependéncia e
autonomia. Independentemente do fator iniciante da carcinogénese, fatores enddcrinos podem
ser responsaveis pela promocdo do tumor. A fase seguinte desse processo € a dependéncia
hormonal, na qual as células tumorais diferem das normais por necessitarem do estimulo
hormonal para sua sobrevivéncia. Se o aporte hormonal for removido, todas as células
desaparecerdo nessa fase. Finalmente, todos os tumores hormonalmente dependentes tendem
a se tornar autbnomos, quando a capacidade de sintese de hormonios especificos desaparece e,
morfologicamente, as células se tornam indiferenciadas (FONSECA & DALECK, 2000). Os
hormonios sdo um dos fatores responsaveis pelo surgimento das neoplasias. Sejam enddgenos
ou exdgenos, eles sdo responsaveis por estimular a proliferacdo celular, o que, por sua vez,
predispdes as alteracdes genéticas (HENDERSON & FEIGELSON, 2000).

Outros fatores estdo envolvidos na oncogénese mamaria, que incluem idade,
alimentacdo, castragdo e alimentacdo, entre outros. A idade é um fator influente no
surgimento das neoplasias mamarias caninas, devido ao maior tempo de exposi¢cdo dos
animais aos fatores considerados como de risco. De acordo com Moulton et al. (1990) os
tumores de mama sdo raros em cadelas com idade inferior a 2 anos, porém a incidéncia
aumenta notadamente a partir dos 6 anos de idade, continuando a aumentar até os 10 anos,
quando a ocorréncia comeca a diminuir, sendo raros também em cadelas com idade superior a
10 anos. Oliveira Filho et al. (2010) relataram que a idade dos animais acometidos variou de
um ano e quatro meses a 19 anos, com média de idade de 9,2 anos, resultado semelhante ao
obtido por Oliveira et al. (2003) que verificou média de idade de 9 e 10 anos, para tumores
benignos e malignos, respectivamente.

Dentre os demais fatores envolvidos na oncogénese mamaria, a hipdtese do
envolvimento de um componente etioldégico hormonal tem sido bastante aceita, tendo em vista
que sdo verificadas diferencas significativas quanto ao risco em cadelas castradas e nao
castradas, dependendo ainda da fase em que a intervencéo cirdrgica é efetuada (FONSECA &
DALECK, 2000). Nas cadelas, a ovariosalpingohisterectomia realizada antes do primeiro cio
reduz o risco de desenvolvimento de tumores mamarios para 0,5%; este risco aumenta
significativamente nas fémeas esterilizadas ap6s o primeiro ciclo estral (8,0%) e o segundo
(26%). A protecdo conferida pela castracdo desaparece ap0s 0s dois anos e meio de idade,
quando nenhum efeito é obtido (QUEIROGA & LOPES, 2002).

Somado a influéncia hormonal, é possivel considerar ainda a influéncia da dieta, visto
que o estado nutricional ¢ um fator que influencia na qualidade de vida do animal doente,

interferindo na resposta ao tratamento da neoplasia e reduzindo seu tempo de sobrevida
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(CAMPOS et al., 2012). Estudos concluiram que o risco de aparecimento do tumor mamario
pode estar ligado a fatores nutricionais ja interagindo nos primeiros meses de vida do animal,
principlamente antes do primeiro cio (ZUCCARI et al., 2001).

Em animais magros, verificou-se uma menor incidéncia de cancer que em animais
obesos. Sonnenschein et al. (1991) em seu estudo verificou que fatores nutricionais atuantes
em animais jovens podem ter importancia etioldgica no surgimento dos tumores de mama. ,
afirmando que a alimentacéo caseira, quando associada a alta ingestdo de carnes bovina, suina
e de gordura animal, podem estar relacionadas com a obesidade, que, por sua vez, relaciona-
se ao desenvolvimento das neoplasias mamarias, assumindo papel promotor, e ndo iniciador
da carcinogénese. De acordo com Toribio et al. (2012) ha uma relagdo direta entre acréscimo
de comida caseira na dieta e obesidade. Philbert et al. (2003) consideram que a obesidade
pode predispor a uma maior concentracdo de estrogeno circulante, entre outros horménios, o
que favoreceria a proliferacdo de células epiteliais com receptores para estes horménios.

Os tumores das glandulas mamaérias podem ocorrer em qualquer um dos cinco pares,
porém desenvolvimento das neoplasias mamarias é menos frequente nas glandulas torécicas.
Cerca de 60% dos tumores estdo localizados nas glandulas abdominais e inguinais,
provavelmente devido a maior quantidade de parénquima e consequente maior atividade
proliferativa em resposta ao estrogeno (MOULTON et al., 1990, OLIVEIRA et al., 2003,
OLIVEIRA FILHO, 2010). E comum que mais de uma glandula esteja acometida, ou que
uma mesma mama possua mais de uma massa tumoral, 0 que permite considerar as neoplasias
mamarias caninas como multicéntricas (FONSECA & DALECK, 2000).

Os tumores mamarios se apresentam como nddulos circunscritos e de dimensdes
variaveis, podendo ser moveis ou aderidos aos tecidos de sustentacdo, com presenca ou ndo
de envolvimento cutaneo e muscular. Ao corte, podem apresentar aspecto sélido, cistico ou
misto (RUTTEMAN et al.,, 2001). As caracteristicas de ulceracdo e aderéncia a tecidos
vizinhos normalmente estdo relacionadas as neoplasias malignas, contudo, apenas 0 exame
histopatoldgico é capaz de fornecer o diagnéstico (SCHMITT, 2000).

Para o estabelecimento do correto diagnostico e progndstico sdo importantes o
historico clinico detalhado, o exame clinico completo e o diagndstico microscopico da leséo.
No momento do exame clinico, &€ necessario realizar um levantamento abrangente de toda a
historia pregressa do paciente. Informagdes sobre o ambiente, alimentacdo, a historia médica,
0s registros de tratamentos anteriores, além de duracéo, velocidade de crescimento, e presenca
ou ndo de edema, aderéncias e ulceragdes também sdo de extrema importancia para o

diagnostico e tratamento das neoplasias. Determinadas caracteristicas, como forma irregular,
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maior didmetro e presenca de ulceracdo e aderéncia e acometimento de linfonodos indicam
maior probabilidade de se tratarem de neoplasias malignas, porém apenas com o exame fisico
ndo é possivel realizar este tipo de determinacdo, fazendo-se sempre necessario 0 exame
histopatolégico (RAMOS et al., 2012). A demora na apresentacdo dos pacientes no hospital
pode ser responsavel pela maior malignidade, pois tumores benignos podem vir a se tornar
malignos (SORENMO et al., 2009).

Os tumores mamarios sdo classificados através do sistema TNM (tumor-linfonodo-
metastase), proposto pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). De acordo com esta
classificacdo, a categoria T descreve o tumor primario, especificamente o tamanho do tumor:
TO (sem evidéncia de tumor), T1 (menor que 3 cm de didmetro), T2 (entre 3 e 5cm), T3 (
maior que 5 cm); e T4 (carcinoma inflamatdrio). A categoria N descreve o envolvimento dos
linfonodos regionais, em que NO representa caracteristicas histoldgicas do linfonodo normais,
N1 apresenta nddulo linfatico positivo ipsilateral, e N2 apresenta nodulos linféaticos positivos
bilaterais. A categoria M representa metastases a distancia; MO indica que ndo ha metéastases e
M1 indica a presenca de metastases a distancia. A determinacdo do estadiamento clinico
permite a definicdo da extensdo do tumor, e, como consequéncia torna possivel estabelecer
um prognostico e planejar um tratamento (CASSALI et al., 2011). A classificacdo em estadios
clinicos permite informar o prognéstico das neoplasias mamarias, a partir da alocagdo de
graus, que variam de | a VV e o progndéstico piora com o0 aumento na ordem crescente da
classificacdo (RUTTEMAN et al., 2001).

Quadro 1. Estadiamento das neoplasias mamarias caninas

Estagio Classificagdo TNM

I T1 NO MO

I T2 NO MO

i T3 NO MO

v Qualquer T N1 MO

\/ Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Midsorp (2002)

A extensdo do tumor no momento da cirurgia tem uma relacdo direta com o risco de
recorréncia ou com aparecimento de tumores secundarios. O tamanho do tumor é considerado
um fator prognostico independente para fémeas portadoras de neoplasias mamarias. Tumores
com trés cm ou menos estdo relacionados com um melhor progndéstico quando comparados
com tumores maiores (CASSALI et al., 2011).
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A investigacdo dos linfonodos adjacentes também constitui uma importante etapa do
exame clinico para verificacdo do envolvimento destes no processo neoplasico, e deve ser
incluida na rotina clinica de avaliacdo de cadelas portadoras de neoplasias mamarias. A
citologia € um método seguro para inspecdo dos linfonodos, com uma sensibilidade de 100%
e uma especificidade de 96% para identificacdo de metéstases (CASSALI et al., 2011).
Quando ocorrem metastases em linfonodos regionais, ha uma significativa queda na
expectativa de sobrevida em relacdo aos individuos com pesquisa negativa para metastase em
linfonodos (SONRENMO, 2003). Em mulheres, a presenca ou auséncia de metastases em
linfonodos é o mais importante fator progndstico em tumores de mama (SOARES et al.,
2007).

As neoplasias mamarias caninas podem se originar de células de revestimento
epitelial, ductal ou alveolar, de células mioepiteliais periféricas e do tecido conjuntivo
intersticial (CARRUIDO et al.,, 2003). As que se originam de células epiteliais sdo
denominadas de carcinomas e aquelas com origem no tecido conjuntivo ou muscular séo
denominadas sarcomas (ALBERTS et al., 1997).

As neoplasias mamarias apresentam grande diversidade morfologica, por surgiram de
uma populacéo variada, que, frequentemente, se encontra associada no mesmo tipo de tumor,
o0 que dificulta a classificacdo (PELETEIRO, 1994; MIDSORP, 2002). Os tumores mamarios
malignos apresentam algum grau de infiltragdo em tecidos adjacentes e/ou invasdo de vasos.
A descontinuidade da membrana basal também pode ser considerada um indicativo de
malignidade. Os tumores benignos, por sua vez, ndo costumam apresentar crescimento
invasivo e geralmente sdo encapsulados. A presenca de necrose e de figuras mitdticas, de
anaplasia, pleomorfismo celular e nuclear é mais frequente nos processos malignos
(MIDSORP, 2002).

Os métodos para classificacdo das neoplasias mamarias caninas variam
consideravelmente. O valor das classificacdes histologicas é baseado na capacidade de
predicdo do comportamento bioldgico da neoplasia. Como existem muitas classificacfes
morfoldgicas propostas, as diferencas geram divergéncias em levantamentos epidemioldgicos
e em relatos de casos (HAMPE & MISDORP 1974; MONLUX et al., 1977; MOULTON,
1990; MIDSORP, 2002).

A uniformizacdo da nomenclatura é desejavel para que dados epidemiologicos
obtidos em regibes diferentes possam ser comparados e medidas terapéuticas ou preventivas
possam, também, ser comparadas em diferentes centros de pesquisa. Nesse sentido, no

presente trabalho foi utilizada a classificagdo de Cassali et al. (2011).



Quadro 2. Classificacdo das neoplasias mamaérias caninas, segundo Cassali et al. (2011).

Tumores Malignos Tumores Benignos

1. Carcinoma in situ Adenoma

1.1 Carcinoma Ductal in situ Adenoma complexo
1.2 Carcinoma Lobular in situ Adenoma basaldide
Carcinoma em tumor misto Fibroadenoma

Carcinoma complexo Tumor misto benigno

A 0w D PE

Carcinoma papilar Papiloma ductal
Carcinoma tubular

Carcinoma s6lido

N o a &~ WD

Tipos especiais de carcinoma
7.1 Carcinoma micropapilar
7.2 Carcinoma lobular invasivo
7.3 Carcinoma lobular pleomoérfico
7.4 Carcinoma secretorio
7.5 Carcinoma mucinoso
7.6 Carcinoma rico em lipideos
7.7 Carcinoma de células escamosas
7.8 Carcinoma de células fusiformes
7.9 Carcinoma anaplasico
7.10 Neoplasma maméario com diferenciagdo
sebécea
8.Sarcomas
8.1 Fibrossarcoma
8.2 Osteossarcoma
8.3 Carcinossarcoma
8.4 Sarcoma em tumor misto
9. Outros tipos de sarcoma
9.1 Condrossarcoma
9.2 Lipossarcoma

9.3 Hemangiossarcoma
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Oliveira et al. (2003) identificaram os carcinomas como o tipo tumoral mais frequente,
sendo que mais de um tipo histoldgico de tumor foi identificado em 25,9% das cadelas. Os
tumores benignos sdo classificados geralmente como fibroadenomas ou adenomas, enquanto
os malignos, em sua maior parte, classificam-se como carcinomas, sarcomas e
carcinossarcomas (RAMOS et al., 2012). Em estudo realizado por Régo (2012) verificou-se
que o tipo mais comum de neoplasia observado foi o carcinoma complexo, enquanto Moulton
(1990) cita os tumores mistos benignos como os mais frequentes em cadelas. Ferguson (1985)
em seu trabalho destaca como 0s mais comuns 0s adenocarcinomas, seguidos pelos tumores
mistos, j& para Daleck et al. (1998) os mais comuns foram os carcinomas seguidos pelos
tumores mistos. A maioria dos tumores malignos é de origem epitelial e metastiza para os
pulmdes ou outros 6rgaos.

O método de eleicdo para o diagnostico das neoplasias € o exame histopatoldgico, que
permite a obtencdo de informacBes consistentes sobre os fatores prognosticos do cancer
mamario, e deve ser considerado como um passo fundamental para a orientacdo terapéutica
destas lesdes (SCHMITT, 2000). A realizacdo da citologia aspirativa antes do
encaminhamento da paciente a cirurgia contribui na escolha do procedimento correto a ser
executado pelo cirurgido, permitindo uma atuagcdo mais segura. Tanto a citologia como a
histopatologia apresentam resultados semelhantes, mas somente a histopatologia deve ser
usada para confirmacdo do diagnostico (DALECK et al., 1998). Diversas variaveis, como
tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos, invasdo vascular e grau de diferenciacdo da
neoplasia tém sido usadas como parametros na avaliacdo do prognostico. No intuito de trazer
mais informacdes a respeito da histogénese das neoplasias mamaérias, suas caracteristicas
histoldgicas e possiveis progndésticos, outras técnicas para caracterizacdo dos tumores vém
sendo bastante pesquisadas nos Ultimos anos, e incluem a identificacdo de marcadores
imunohistoquimicos, a expressdo génica de marcadores, e a dosagem séricas de marcadores
tumorais. Investigacdes recentes tém como proposta a utilizacdo desses marcadores no auxilio
a deteccdo precoce de recidivas, acompanhamento do animal durante o tratamento
quimioterapico contribuindo para uma melhor avalia¢do da evolugdo da doenca (CAMPOS et
al., 2012).

Na maioria dos casos, a exerese cirdrgica é o tratamento de escolha, sendo indicada a
remocao total da cadeia mamaria, independentemente do nimero e localizacdo das massas
tumorais (STRATMANN, 2008). Ramos et al. (2012) afirmam que a remocdo cirurgica
completa de neoplasias localizadas, sem envolvimento metastatico, ainda é o procedimento

terapéutico que confere maior probabilidade de cura dos tumores mamarios. De acordo com
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Allen e Mahaffey (1989) os procedimentos cirdrgicos sdo classificados em lumpectomia,
mastectomia simples, mastectomia regional, mastectomia unilateral e mastectomia bilateral. O
procedimento cirurgico € escolhido com base na drenagem linfatica das glandulas mamarias,
ou seja: se as glandulas toracicas apresentarem tumor, essas e a glandula abdominal cranial
devem ser removidas; se as glandulas cometidas forem as abdominal caudal e inguinal, ambas
sdo removidas; por sua vez, se o tumor estiver localizado nas glandulas abdominais craniais,
toda cadeia deve ser retirada. Novosad (2003) relata que, em cées, 0 melhor plano cirurgico
envolve a retirada de todo tecido afetado com margem de seguranca. Em tumores malignos,
alguns autores recomendam a mastectomia radical com excisdo dos linfonodos axilares e
inguinais se estes estiverem acometidos. Daleck et al. (1998) sugeriram que a lumpectomia,
mastectomia regional e mastectomia em bloco, associadas a quimioterapia trouxeram
resultados positivos no que diz respeito a taxa de sobrevida de cadelas portadoras de
neoplasias mamarias submetidas a cirurgia.

A remocao da glandula responsavel pela secre¢do do hormdnio indutor ou promotor da
carcinogénese € um dos procedimentos propostos para pacientes portadoras de neoplasias.
Muitas vezes a remocao dos ovarios e adrenais conduz a regressao de alguns tumores.
Exemplo disso tem sido observado nas neoplasias de mama em que ha regressao dos tumores
primarios e das metastases no pulmao e linfonodos apds a exérese ovariana (NORMAN &
LITWACK, 1997). Entretanto, uma resposta satisfatoria somente é obtida quando grande
parte da neoplasia ainda é responsiva ao horménio (HENDERSON et al., 1991). De acordo
com Zuccari et al. (2001) a realizacdo da castracdo no momento da mastectomia ndo tem
influéncia sobre o progndéstico ou sobrevida da paciente.

Para um cancer invasivo ou com elevado potencial metastatico, os procedimentos
cirurgicos podem ser combinados a outras modalidades terapéuticas, como a radioterapia, a
qguimioterapia e a imunoterapia. A guimioterapia € um meétodo de tratamento adjuvante &
cirurgia. Outros métodos ainda sdo pouco utilizados na medicina veterinaria (NOVOSAD,
2003). Segundo De Nardi et al. (2002), a cirurgia combinada com a poliquimioterapia
coadjuvante podem ser de grande importancia no controle de micrometastases em potencial,
pois das 11 fémeas tratadas com doxorrubicina e ciclofosfamida oito tiveram 18 meses de
sobrevida. Daleck et al. (1998) encontraram resultados positivos para associacdo de
quimioterapicos (desoxorubicina e ciclofosfamida) no tratamento pos-cirirgico de cadelas
portadoras de neoplasias mamarias.

O prognéstico para pacientes portadoras de neoplasias mamarias ira variar de acordo

com o tamanho da neoplasia, tipo histoldgico, acometimento de linfonodos, presenca de
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metéstases, entre outros. Alguns estudos vém apontando novos marcadores tumorais no
ambito da biologia molecular, que buscam a prevencgdo, diagnostico precoce e tratamento
mais eficazes (CASSALI et al., 2007).

Marcadores tumorais ou biomarcadores sdo substancias que estdo presentes no tumor,
no sangue ou em outros liquidos bildgicos, produzidos ou primariamente pelo proprio tumor,
ou secundariamente pelo paciente em resposta a este primeiro. A concentracdo dessas
substancias deve refletir a extensdo do tumor, a resposta ao tratamento e a progressao da
doenca (JACOBS & HASKELL, 1991). Analisado em conjunto com a anamnese e resultados
dos demais exames, o biomarcador pode trazer informacGes importantes para escolha da
terapia e acompanhamento da evolugéo clinica do paciente. Estudos tém demonstrado que as
células neoplasicas do tumor de mama migram precocemente para a circulacdo e que o tempo
envolvido na deteccdo dessas células esta diretamente relacionado ao progndéstico da doenca
(BICALHO, 2012).

Em humanos, marcadores séricos tumorais desenvolvem um importante papel no
manejo do paciente. Numerosos marcadores tumorais séricos tém sido descritos para uso em
cancer de mama. Em medicina veterinaria, estes marcadores ainda sdo pouco estudados
(CAMPOS et al., 2012).

2.4 Influéncia hormonal na oncogénese

A transformacdo neoplésica é multifatorial e assim sendo diversos fatores parecem
estar ligados a etiologia das neoplasias mamarias caninas. Dentre estes 0s esterdides ovarianos
sdo considerados como um dos fatores etioldgicos dos tumores mamarios em cadelas, pois
quase todos os animais afetados sdo fémeas, e a ovariohisterectomia precoce diminui a
incidéncia (FERRI, 2003). Em se tratando da carcinogénese hormonal, a proliferacdo celular
antecede ou sucede as mutagdes genéticas (SILVA et al., 2004a).

Na carcinogénese hormonal a proliferagéo celular ndo necessita de um agente iniciador
especifico. Os hormonios induzem a proliferacdo celular com consequentes mutacdes
genéticas que dardo origem a transformacdo neoplésica (MIDSORP, 2002). Os horménios
esterdides sexuais (estrogeno e progesterona), prolactina (PRL), hormdnio de crescimento
(GH), fatores de crescimento (fator de crescimento tumoral - TGF e fator de crescimento
epidermal - EGF) bem como os hormonios tireoidianos estdo envolvidos na carcinogénese
mamaria (NOGUEIRA & BRENTANI, 1996; SILVA et al.,, 2004b; VERSTEGEN &
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ONCLIN, 2006). Receptores de estrogeno e progesterona estdo presentes tanto no tecido
neoplésico quanto no tecido mamario normal (RAMOS et al., 2012).

Existe um conjunto de dados significativo que aponta para a possibilidade dos
horménios e, em particular, os esterdides, desempenharem papel importante na etiologia dos
tumores mamarios. Alguns autores associam o0 aparecimento dos tumores a desordens
reprodutivas como cistos foliculares e ocorréncia de pseudociese, bem como a utilizacdo de
anticoncepcionais (FONSECA & DALECK, 2000).

A pseudogestacdo também pode ter relacdo com neoplasias mamarias, embora alguns
autores afirmem que essa condicdo ndo predispbe ao desenvolvimento tumoral. A
pseudogestacdo ocorre na fase de diestro, quando h& um aumento na concentracdo de
progesterona que tem como funcdo a supressao da atividade do miométrio, crescimento das
glandulas endometriais e promocao do desenvolvimento das glandulas mamarias (RAMOS et
al., 2012). Em animais com pseudogestacao, os niveis de prolactina sdo altos, o que predispde
a formacdo de tumores, associado ao fato de que o leite retido cronicamente pode conter
compostos quimicos que possuam efeito carcinogénico sobre o epitélio mamario (ZUCCARI
et al., 2001). Apesar dos estudos, Midsorp (2002) afirma que os resultados que relacionam a
ocorréncia de pseudogestacdo ainda sdo conflitantes.

Os hormonios esterdides sexuais femininos, sobretudo o estrégeno, desempenham
papel fundamental no desenvolvimento das neoplasias mamarias caninas (FONSECA &
DALECK, 2000). Os hormoénios esterdides agem sobre as células epiteliais da mama com
diferentes intensidades, de acordo com a fase do ciclo estral e podem induzir proliferacdo
celular com consequentes mutacfes genéticas que dardo origem a célula neoplésica
(MIDSORP, 2002).

A evidéncia da etiologia hormonal para as neoplasias mamarias caninas vem sendo
verificada em diversos trabalhos, sendo que o indice de risco varia entre cadelas castradas e
ndo castradas e ainda de acordo com a fase na qual a intervencdo cirlrgica é efetuada. A
ovariohisterectomia (OH) realizada no momento da exérese cirtrgica do tumor de mama, em
cadelas, ndo tem efeito protetor sobre o aparecimento de novos tumores, metastases ou
mesmo, sobre o prolongamento de vida do paciente. Quando a OH é realizada antes do
primeiro estro, verifica-se uma reducdo do risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias
para 0,5%; quando o procedimento é realizado ap0os o primeiro ciclo estral, o risco passa para
8%, e, apos o segundo, para 26% (FONSECA & DALECK, 2000).

Ramos et al. (2012) verificaram em seu trabalho que 96% das cadelas que

apresentavam tumores mamarios nao eram castradas, contudo, ndo verificou influéncia da
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auséncia de castracdo no grau de malignidade das les6es. Ainda segundo este mesmo trabalho,
as cadelas que fizeram uso de métodos contraceptivos possuem mais chances de apresentarem
neoplasias malignas, bem como aquelas que apresentaram histérico de pseudogestacao.

Para que o tumor de mama se desenvolva € necessaria administracdo prolongada
(MIALOT, 1998) ou doses muito elevadas de progestdgenos (MIALOT, 1998;
MORRISSON, 1998). O longo periodo de tempo necessario para o desenvolvimento de tumor
de mama, em animais submetidos a terapia hormonal, indica que os hormdnios agem como
promotores e ndo iniciadores no desenvolvimento da neoplasia mamaria (FONSECA &
DALECK, 2000). De acordo com Perez et al. (2000), a administracdo de acetato de
medroxiprogesterona em cées resulta em um aumento na produgdo de hormdnio do
cresimento, supressao do cortex adrenal e desenvolvimento de displasias e tumores mamarios
benignos.

Quando as neoplasias sdo influenciadas por hormoénios esterdides, geralmente se
tornam dependentes de altos niveis desses hormdnios para sua multiplicacdo, essa € a fase de
dependéncia do tumor. Todos os tumores cuja indu¢do tenha ocorrido através de um suporte
hormonal, tendem a se tomar autbnomos. Essa autonomia, a fase final desse tipo de
carcinogénese, é caracteristica comum aos tumores hormonios-dependentes (RAMOS et al.,
2012).

O possivel papel da glandula pituitaria no tumor de mama canino também tem
recebido atencdo, sendo que alguns relatos conflitantes foram publicados sobre a elevacdo dos
niveis de prolactina em cées portadores dessa neoplasia (FONSECA & DALECK, 2000). O
risco de desenvolvimento do cancer de mama é essencialmente determinado pela intensidade
e duracdo da exposicdo do epitélio mamario a acdo conjunta da prolactina e do estrégeno
(KOJIMA et al., 1996). Aparentemente a prolactina facilita a acdo mitética do estrogeno,
aumentando o numero de seus receptores. Mas a possibilidade da prolactina estimular a
atividade mitotica das células do epitélio mamario ndo pode ser afastada (MULDOON, 1981).

Tem sido observada uma associacdo entre os niveis de horménios esterdides e o
tamanho e taxa de crescimento tumoral. Do mesmo modo, os niveis de horménios esteroides
também sdo associados com caracteristicas clinicas dos tumores como ulceracdo de pele,
aderéncia a pele ou aos tecidos de sustentacdo (RAMOS et al., 2012).

A dependéncia hormonal dos tumores mamarios caninos geralmente diminui com o
aumento da malignidade e alta proliferacdo celular, o que piora o prognoéstico devido a perda
de diferenciacdo da neoplasia, bem como reduz as possibilidades de utilizacdo da

hormonioterapia como tratamento. A funcdo dos receptores hormonais nas neoplasias
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mamarias caninas tem sido exaustivamente estudada. Acredita-se que exista relacdo entre o
namero desses receptores e a capacidade proliferativa das células neopléasicas (COSTA et al.,
2002).

O diferente padrdo de expressdo dos horménios esterdides nas neoplasias mamarias
pode ser relevante para selecionar os pacientes que podem se beneficiar da terapia enddcrina e
estudar protocolos terapéuticos baseados na administracdo de antagonistas de receptores de
horménios esterdides (MILANTA et al., 2005). Assim, o estudo de receptores de estrogeno e
progesterona tornaram-se ferramentas para estabelecer o prognostico e para avaliar de que

forma o tratamento hormonal pode ser mais benéfico que a terapia citotoxica.

2.5 Marcadores tumorais em neoplasias mamarias caninas

2.5.1 Marcador Ca 15.3

Moléculas que sdo associadas com a presenca do cancer tém sido extensivamente
estudadas e utilizadas na pratica clinica humana nos ultimos 30 anos. O antigeno do cancer
15.3 (CA15.3) é uma glicoproteina com alto peso molecular produto do gene MUC 1, e esta
relacionada a adesdo celular (DUFFY et al., 1999). MUCL é responsavel por diversas
propriedades celulares, que incluem proliferacdo celular, adesdo, apoptose e invasdo. A
funcdo exata da mucina nas células normais ainda esta em discussdo. Ela tem sido usada
como marcador de muitos carcinomas humanos, apresentando, por isso, grande importancia
no diagndstico. Nas células malignas, a presenca da mucina esta elevada e a orientacdo dentro
dos tecidos ndo esta longamente polarizada até a superficie. O antigeno do cancer 15.3, por
sua vez, € produzido em pequenas quantidades pelas células normais da mama e
superexpressa por uma variedade de adenocarcinomas, especialmente os relacionados ao
cancer de mama (SOUZA, 2002).

A sensibilidade deste marcador varia de acordo com a massa tumoral e o estadiamento
clinico da doenca, apresentando niveis séricos elevados em 60 a 80% das pacientes com
metastases em cancer de mama (CHEUNG et al., 2000). A dosagem do CA 15-3 no pré-
operatorio para cancer de mama em mulheres, em estagio inicial, parece ter uma relagao
positiva, pois pode orientar para uma terapia coadjuvante mais agressiva ou apropriada a cada
caso (SOUZA, 2002). Em humanos, altos niveis séricos de CA 15.3 estdo correlacionados
com o tamanho do tumor, estdgio da doenca e presenca de metastase em linfonodos
(MANUALI et al., 2012).



30

Apesar do marcador tumoral CA 15.3 ser amplamente estudado em medicina humana
desde a década de 80 e continue sendo o marcador de elei¢do para diagndstico precoce de
metastases de tumor mamario em mulheres, poucas referéncias existem no que se refere a
medicina veterinaria (BICALHO, 2012).

Vaérios estudos tém mostrado que o CA 15-3 aumenta com 0 avango do estagio da
doenca. No entanto, niveis baixos ndo excluem metéstases e também valores altos no pré-
operatorio nem sempre correspondem a mau prognéstico (SOUZA, 2002). Bicalho (2012)
realizou a dosagem de CA15.3 em 100 cadelas higidas através do métodos de
quimioluminescéncia, contudo, s6 encontrou valores detectaveis pelo kit utilizado apds a
concentracdo do soro. Em trabalho realizado por Campos et al. (2012) em cadelas com e sem
metastase em cancer de mama, os resultados encontrados sugerem que a elevacdo na
concentracdo sanguinea do marcador CA 15.3 é proporcional ao estadiamento clinico da
doencga. Manuali et al. (2012) detectaram a presenca de CA15.3 em cadelas portadoras de
neoplasias malignas, em concentracfes maiores do que naquelas que ndo apresentavam
neoplasias. Marchesi et al. (2010) verificou maiores concentracdes séricas de CA15.3 em
cadelas portadoras de neoplasias mamarias, quando em comparacao com cadelas higidas.

A concentracdo da maioria dos marcadores tumorais é extremamente baixa no sangue,
por isso 0 método que avalia os marcadores deve ser muito sensivel (SOUZA, 2002). A
vantagem da deteccdo através eletroquimioluminescéncia em compara¢do com 0s demais
métodos, consiste na preparacdo simples, na alta estabilidade dos reagentes em uma grande
sensibilidade do teste. Os primeiros ensaios utilizados na deteccdo do CA 15.3 eram manuais.
Mais tarde tornaram-se disponiveis ensaios imunoenzimaticos e recentemente 0s
imunoensaios automatizados vieram acrescentar velocidade e precisdo aos resultados
(HUBER et. al., 1996).

2.5.2 Estrdgeno

Os estrogenos sdo considerados os promotores da iniciacdo das células mamarias
cancerigenas e podem aumentar a taxa de proliferacdo pelo recrutamento de células nédo
ciclicas dentro do ciclo celular (RAMOS et al., 2012). O estrégeno estimula a atividade
mitotica do epitélio mamario, o que eleva o risco de aparecimento do tumor, entretanto ndo
determina seu surgimento. Uma série de outros fatores esta relacionada a carcinogénese que,

associados a influéncia hormonal, em fases distintas da formacdo do tumor pode ter papel
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determinante seja na multiplicagdo, seja na transformacdo gendmica das células
(PETELEIRO, 1994).

Os receptores de estrogeno estdo presentes tanto no tecido mamario normal quanto no
tecido neoplasico. A presenca de RE no citoplasma de células tumorais é sinal claro da
dependéncia hormonal dessas neoplasias, e a presenca simultanea de RE e RP, considerado
como marcador da acdo estrogénica, reforca ainda mais essa dependéncia (RAMOS et al.,
2012). A identificacdo do receptor estrogeno tornou-se foco principal em varios estudos
epidemioldgicos de fatores de ricos associados ao cancer de mama humano e canino
(CIOCCA etal., 1997; SUTHERLAND et al., 1998).

Ramos et al. (2012) verificaram em seu trabalho que cadelas portadoras de neoplasias
benignas e malignas expressaram receptor de estrogeno (REa e RE), sendo que a expressdo
REP foi inferior a de REa, sendo a expressdo de ambos maior nas neoplasias malignas de
origem mista, mas ainda assim, s&0 menos expressos que nas neoplasias benignas. Sartin et al.
(1992) nédo obtiveram sucesso na dosagem de estrogeno plasméatico em cadelas ndo castradas,
portadoras de tumor de mama, no momento da cirurgia, porque o nivel hormonal era inferior

ao limite minimo passivel de ser detectado no ensaio.

Os efeitos de regulacéo e proliferacdo causados pelo estrogeno sdo mediados por dois
receptores nucleares distintos, 0 ERa e 0 ERB (KUIPER et al., 1996; MOSSELMAN et al.,
1996; WALKER, 1999). Estes receptores, mapeados em 6025.1 e 14022-g24,
respectivamente, podem formar heterodimeros (OGAWA et al., 1998), sugerindo um possivel
papel do ERB como modulador do ERa (GRUVBERGER-SAAL et al., 2007). Em adicéo, a
associacdo com co-ativadores permite a ligacdo aos elementos de resposta ao estrégeno
(EREs), localizados em regides promotoras de genes alvos. Este complexo molecular liga-se
ao DNA ativando a transcri¢do de genes responsivos ao estrégeno, que por sua vez podem ser
responsaveis pelo crescimento tumoral.

A expressdo do receptor de estrégeno (RE) é sem diavida o mais importante
biomarcador em cancer de mama em humanos, pois ele fornece o indice de sensibilidade ao
tratamento endocrino (BUITRAGO et al., 2011). Em cadelas, é elevada a proporgdo de
tumores benignos da mama que apresentam um aumento de receptores de estrogeno e
progesterona. Ao contrario, apenas uma parte das neoplasias malignas apresenta esses
receptores e em concentraces menores, pois com a progressdo do tumor e aumento da
malignidade ocorre reducdo da dependéncia hormonal (JONHSTON, 1993). Em pacientes

humanos, a selecdo de mulheres com RE positivo no tumor primario eleva o nivel de resposta
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clinica para 60%, ao passo que somente 10% das pacientes com RE negativo respondem a
hormonioterapia. Entretanto ainda permanecem 40% de pacientes RE positivas que ndo se
beneficiam com o tratamento enddcrino (DEPES et al., 2003).

A presenca de receptores hormonais esta associada a um maior potencial mitogénico e
inducdo a proliferacdo celular por ativacdo de ciclinas no epitélio mamario (YANG et al.,
1996). Entretanto, a auséncia de expressao de receptores de estrogeno pode ser observada em
processos proliferativos na mama, sugerindo que outros mecanismos de controle de
proliferacdo celular podem estar envolvidos no surgimento de hiperplasias mamarias. A
ativacdo de receptores hormonais, além de promover a regulagdo da expressdo de ciclinas,
estd relacionada ao aumento da proliferagdo e estimulo a migracdo celular, em lesGes
epiteliais mamarias, por regulacdo da expressao de moléculas de adesdo, tais como E-caderina
e P-caderina (HELGUERO et al., 2008).

2.5.3 Progesterona

A progesterona € um hormdnio esteroide que tem como fungbes a supressdo da
atividade do miométrio, a estimulacdo do crescimento das glandulas endometriais e a
promocao do desenvolvimento do tecido alveolar mamaério. Isoladamente, a progesterona néo
é considerada como carcinogénica, contudo, pode apresentar um papel muito importante no
desenvolvimento dos tumores mamarios uma vez que cria um ambiente altamente
proliferativo o que estimula o crescimento dos tumores ocasionados por outros fatores
(MARTINS & LOPES, 2005).

A influéncia da progesterona é que provavelmente ela seja proliferativa no processo de
desenvolvimento mamario, através do ciclo genético celular, fatores de crescimento e
receptores dos fatores de crescimento (GRAHAM & CLARKE, 1997). Em cadelas, o uso de
progesterona exdgena € responsavel pela sintese de horménio do crescimento na glandula
mamaria, com consequente proliferacdo lobulo-alveolar e hiperplasia de elementos
mioepiteliais e secretdrios, o que induz a formacdo de nodulos benignos em animais jovens
(MIDSORP, 2002). Tais alteragdes podem predispor o tecido a uma transformagdo maligna
(ZUCCARI et al., 2001).

Ramos et al. (2012) concluiram em seu trabalho, que os tumores mamarios séo
capazes de sintetizar progesterona, funcionando assim como um 6rgao enddcrino. Além disso,
verificaram também que as neoplasias, de um modo geral, sintetizam uma quantidade maior

de progesterona em comparacdo a glandula mamaria normal. Além disso, esse mesmo autor
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verificou que cadelas portadoras de neoplasias benignas e malignas expressaram receptor de
progesterona, sendo este menos expresso nas neoplasias malignas.

A progesterona provavelmente esta envolvida com o aumento da producdo de
horménio do crescimento (GH) autdcrino, que, por sua vez, pode ser capaz de estimular a
sintese local ou sistémica da secrecdo de fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
(IGF-1). Adicionalmente, o efeito do IGF-I pode ser influenciado por niveis locais de estradiol
(17-E2). Esses resultados sugerem que todos esses hormonios e fatores podem atuar como
fatores de crescimento local estimulando o desenvolvimento e/ou manutencdo dos tumores

mamarios caninos em um modo autocrino/paréacrino (QUEIROGA et al., 2008).

2.5.4 Prolactina

A prolactina é um neuropeptideo produzido pelas células lactotroficas da
adenohipofise, sendo sua secrecdo estimulada por meio da supressdo de dopamina
hipotalamica. Ela é responsavel pela manutencéo da atividade secretéria, ndo desempenhando
papel sobre a proliferacao celular da glandula mamaria. Entretanto, estimula o crescimento do
tumor maméario devido a sensibilizagdo celular aos efeitos do estrégeno, promovendo um
aumento no namero de receptores deste ultimo (FONSECA & DALECK, 2000). Contudo, a
possibilidade da prolactina estimular a atividade mitotica das células do epitélio mamario ndo
pode ser afastada (MULDOON, 1981). Com base em estudos morfoldgicos da glandula
pituitaria e em niveis hormonais no soro, foi sugerido que o horménio do crescimento ou
qualquer desequilibrio de prolactina pode ser associada com a carcinogénese mamaria no cao
(MIDSORP, 2002).

Baseado em estudos morfoldgicos da glandula pituitaria e os niveis séricos hormonais,
sugeriu-se que tanto o horménio do crescimento como a prolactina estdo relacionados e
associados com a carcinogénese mamaria em cdes. Contrariamente, outros estudos nao
observaram tal associacdo (MIDSOPR, 2002). De acordo com Rutteman (1990)
anormalidades pituitéarias sdo capazes de promover o desenvolvimento de neoplasias.

Smyth (1997) afirma em seu trabalho que no hipotireoidismo, 0 aumento da secregéo
de prolactina tem sido incriminado como um dos fatores que agravam o progndstico da
neoplasia mamaria. Em humanos, a hipotese de que as disfuncdes tireoidianas participam da
origem do cancer de mama ndo é recente, porém, é bastante controversa (SILVA et al.,
2004b). Alguns relatos sugerem que o hipotireoidismo aumenta o risco do cancer de mama

(WEISS et al., 1999), entretanto também ha relatos que indicam que a inducdo do
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hipotireoidismo retarda o crescimento neoplasico e melhora o prognéstico do tratamento
quimioterapico em camundongos (THEODOSSIOU & SCHWARZENBERGER, 2000). Silva
et al. (2004b) verificaram que o hipotireoidismo, independente do estado funcional das
gbnadas, retarda o crescimento de tumores em camundongos, sem, contudo, alterar as
caracteristicas celulares de malignidade.

Verifica-se uma interacdo complexa entre diversos hormonios, que sugerem que O
surgimento dos tumores mamarios seja uma consequéncia desta interacdo. Os resultados que
vem sendo apresentados sdo conflitantes, o que impede de determinar o possivel papel da

prolactina no surgimento e desenvolvimento dos tumores mamarios caninos.
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RESUMO: Obijetivou-se realizar um estudo a partir dos dados de exame clinico e
histopatol6gico, caracterizando casos de neoplasias mamarias caninas. Foram utilizadas
30 cadelas portadoras de tumores mamarios. Os animais foram submetidos a exame
clinico, hemograma e exames de imagem e 0s tutores submetidos a um questionario
para investigacao de fatores de risco. As pacientes foram encaminhadas a cirurgia, onde
se realizou coleta de fragmentos de tumor e de linfonodos para realizagdo de exame
histopatol6gico. Os dados foram agrupados de acordo com cada variavel observada e as
frequéncias absolutas e relativas comparadas entre si. As neoplasias mamarias mais
frequentes foram malignas (76,7%), destacando-se o carcinossarcoma (36,7%). As
neoplasias foram mais frequentes em fémeas com idade entre 6 e 10 anos (63,3%), com
tamanho tumoral superior a 5 cm (56,7%), localizadas nas mamas abdominais. Os
tutores relataram que 56,7% das cadelas ndo apresentaram sinais de pseudociese, 63,3%
ndo haviam passado por gestacdo anterior, 76,7% ndo haviam feito uso de
anticoncepcionais, e 90% ndo haviam sido castradas. Todas as neoplasias que se
apresentaram vascularizadas eram de natureza maligna, e as ulceragfes esteviveram
presentes em 73,9% dos tumores malignos. Verificou-se ainda que as cadelas nuliparas
apresentam maior risco de desenvolvimento de neoplasias malignas. Conclui-se que
fatores prognosticos tradicionalmente relacionados ao surgimento dos tumores
mamarios caninos nao tiveram impacto na ocorréncia dos tumores observados, enquanto

outros fatores epidemioldgicos cujos dados na literatura ainda sédo conflitantes, foram


mailto:priscillaaraujo@live.com

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

46

relacionados ou ao surgimento das neoplasias de forma geral, ou mais especificamente
ao surgimento das neoplasias malignas.

Palavras-chave: cadelas, fator de risco, prognostico, sobrevida, tumor de mama.

ABSTRACT: The present objective was to perform an analysis of the clinical and
histopathological data from cases involving mammary tumors. Thirty bitches with
mammary tumors were selected. A physical exam, hemogram, and diagnostic imaging
were performed. The owners were given a questionnaire for investigation of risk factors.
Afterwards, the patients were taken to surgery, where fragments of the tumor and lymph
nodes were collected for histopathology. Data were grouped according to each observed
variable and the absolute and relative frequencies for each were compared. The most
common mammary neoplasms were malignant (76.7%), of which the carcinosarcoma
was most common (36.7%). Neoplasms were more frequent in bitches between 6 and 10
years (63.3%), with tumor size greater than 5 cm (56.7%), located in the abdominal
mammary glands. Owners reported that most bitches did not show signs of
pseudocyesis (56.7%), were not spayed, nor used contraceptives. All neoplasms with
vascularization were malignant in nature, and ulcerations were present in 73.9% of
malignant neoplasms. It was also observed that nulliparous bitches have a greater risk of
developing malignant neoplasms. It can be concluded that the prognostic factors
traditionally associated with canine mammary tumors did not have an impact on the
occurrence of the these tumors, while other epidemiological factors with still conflicting
reports in the literature were related to either the development of neoplasms in general,
or more specifically to the development of malignant neoplasms.
Keywords: bitches, risk factor, prognosis, survival, mammary tumor.
INTRODUCAO

Em cadelas, as neoplasias malignas de mama sdo as mais comuns (Midsorp,
2002), e dada a frequéncia com que surgem na rotina veterinaria e importancia que 0s
cdes possuem como animais de companhia, o estudo dos tumores de mama e dos fatores
de risco relacionados ganha destaque na clinica veterinaria (Fonseca e Daleck, 2000).
Somado a importancia clinica, ha o fato das neplasias mamarias caninas se
apresentarem como modelo de estudo para as neoplasias mamarias em mulheres devido

as semelhancas epidemiologicas, clinicas, bioldgicas e genéticas (Feliciano et al., 2012).
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Apesar dos estudos realizados, a etiologia do céncer mamario permanece
desconhecida, mas provavelmente é resultado de uma interagdo entre susceptibilidade
genética e fatores circundantes sejam eles ambientais, nutricionais ou hormonais
(Zucarri et al., 1999). Neste contexto, os dados de exame clinico e anamenese, como
idade ao aparecimento da doenca, ocorréncia de pseudociese, administragdo de
anticoncepcionais, tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos podem estar
relacionados ao grau de malignidade da neoplasia, e assim trazer importantes
informacdes no estabecimento do prognostico da doenca, contrubuindo na melhora da
qualidade da sobrevida do paciente (Oliveira Filho et al., 2010, Ferro et al., 2013).

Os tumores malignos de origem epitelial sdo os mais frequentes (Ramos et al.,
2012). Dentre estes, 0s carcinomas, tumores mistos benignos e tumores mistos malignos
sdo citados como os mais frequentes (Moulton, 1990; Daleck et al., 1998; Oliveira et al.
2003). A diversidade dos tipos histologicos dificulta a classificacdo e confere aos
tumores mamarios caninos um comportamento bioldgico inesperado. Assim, o estudo
de fatores clinicos e patoldgicos que possuam significado progndéstico é uma linha de
pesquisa promissora na medicina veterinaria.

A crescente incidéncia, a evolucdo complexa, e 0 comportamento variavel dos
tumores de mama em cadelas despertam interesse especial no estudo da patologia em
questdo, e nesse contexto, variaveis clinicas podem trazer informag6es importantes, que
auxiliam na compreensdo do comportamento biolégico tumoral e na escolha de uma
conduta terapéutica adequada (Misdsorp, 2002). Deste modo, o estudo dos fatores de
risco relacionados pode trazer informacdes relevantes no que diz respeito aos principais
grupos que podem ser afetados, bem como o estudo de fatores clinicos é importante
para predizer o comportamento dos neoplasmas.

Assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar os casos de neoplasias mamarias
em cadelas a partir dos dados de exame clinico, exames laboratoriais, de imagem, e
exame histopatoldgico, analisando os fatores de risco relacionados ao surgimento das
neoplasias.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 cadelas de diferentes idades e racas portadoras de neoplasias

mamarias, atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco (HOVET — UFRPE). O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE, com licenca de niimero 055/2015.

Os animais participantes do estudo foram submetidos a exame clinico,
hemograma e exames de imagem (radiografia de torax e ultrassonografia de abdémen).
Estes ultimos foram indicados para investigacdo de metastase pulmonar e abdominal,
respectivamente, somando-se ainda a avaliacdo da vascularizagcdo da neoplasia, através
da ultrassonografia. Os animais portadores de metastases em Orgdos toracicos ou
abdominais ndo foram incluidos no estudo. Os tutores dos animais participantes da
pesquisa responderam um questionario sobre fatores epidemiol6gicos que pudessem
influenciar de alguma forma o processo neoplasico.

A partir dos resultados obtidos atraves de exame clinico das pacientes e do
questionario respondido pelos tutores, os animais foram distribuidos em grupos de
acordo com ocorréncia de pseudociese, nuliparidade, uso de anticoncepcionais,
castracdo anterior a mastectomia, tempo de evolucdo da neoplasia, tamanho e
localizacdo das neoplasias, presenca de ulceraces e nimero de glandulas acometidas
num mesmo animal.

Quanto a idade, os cdes foram agrupados em grupos: jovens (menos de cinco
anos), adultos (de seis a dez anos) e idosos (onze anos ou mais). Quanto ao tamanho dos
tumores, esses foram agrupados de acordo com o sistema TNM (Misdorp, 2002), no
qual T1 sdo tumores menores do que 3 cm, T2 sdo tumores com 3-5cm e T3 sdo
tumores maiores do que 5 cm. Realizou-se também o estadiamento clinico, de acordo
com Misdorp (2002).

Apos realizacdo dos exames mencionados anteriormente os animais foram
encaminhados para a cirurgia de mastectomia cuja ténica foi escolhida de acordo com
localizacdo e nimero de neoplasias na cadeia mamaria de cada paciente. Durante o
procedimento, realizou-se coleta dos linfonodos inguinais e tecido mamario neoplasico
para realizacdo de exame histopatologico, que foram fixados em formol neutro
tamponado a 10%. Finalizada a fixacdo, os fragmentos de tumor e linfonodos foram
conservados em alcool etilico a 70%. Em seguida, foram desidratados em concentracfes
crescentes de alcool, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina
histologica liquida a 59 °C. Posteriormente os blocos foram cortados a 5 pm em

micrétomo semi-automatico tipo Minot. As laminas foram coradas pela hematoxilina-
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eosina e observadas em microscopio éptico bioldgico Trinocular NIKON 50i, acoplado
a um sistema de camera digital usado para capturar imagens microscopicas. A
classificacédo histoldgica das neoplasias foi feita de acordo com Cassali et al. (2011).
Depois de agrupados de acordo com as variaveis anteriormente relacionadas,
verificaram-se as frequéncias absolutas e relativas. Realizou-se uma andlise univariada
através do teste de Qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher tendo como variavel
dependente o tipo de tumor (maligno ou benigno). O programa IBM SPSS Statistics
23.0 foi utilizado para a execucdo dos calculos estatisticos e o nivel de significancia
adotado foi de 5,0%.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Na tabela 1 estdo apresentados os principais tipos de neoplasias mamarias

observados nas cadelas participantes do nosso estudo.

Tabelal. Frequéncias dos tipos histolégicos em cadelas portadoras de neoplasias mamarias.

Tipo de tumor FA FR%
Adenoma 13,3%
Adenoma complexo 6,7%
Carcinoma anaplasico 3,3%
Carcinoma complexo 6,7%
Carcinoma mucinoso 3,3%
Carcinoma sélido 10,0%
Carcinoma tubular 13,4%
Carcinossarcoma 1 36,7%
Fibroadenoma 3,3%
Osteossarcoma 3,3%
Total 0 100,0%
FA- Frequéncia absoluta; FR- Frequéncia relativa.

Verificou-se que as neoplasias malignas foram as mais frequentes (76,6%),

WFRPrPFPPRPRROFRPNENDD

destacando-se o carcinossarcoma (36,7%) dentre as lesdes malignas (Tab.2). As
informacdes do exame clinico, como formato irregular, didmetro, presenca de ulceracéo,
aderéncia e acometimento de linfonodo, que podem carcterizar um processo maligno
(Ramos et al., 2012), entretanto ndo sao suficientes para determinar a conduta clinica ou
estabelecer o prognostico, sendo fundamental a realizacdo do exame histopatoldgico
(Schmitt, 2000).

De acordo com Queiroga e Lopes (2002) 52% dos tumores mamarios caninos
sdo malignos. Oliveira et al. (2003) observaram uma frequéncia de 71,8% de
neoplasias malignas. Este resultado é semelhante ao nosso, no qual 76,6% das fémeas
eram portadoras de tumores malignos. Outros autores também vém relatando
frequéncias semelhantes as aqui encontradas (Ramos et al., 2012; Ferro et al., 2013). A

maior presenca de neoplasias malignas, por vezes estd associada a demora na
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apresentacdo dos pacientes, visto que tumores benignos podem se tornar malignos com
a evolugdo do tempo de duracdo do processo (Sorenmo et al., 2009). A marioria dos
proprietarios (56,7%) relataram que ja haviam observado os tumores ha mais de 1 ano
(Tab.2), entretanto, sé procuraram acompanhamento Veterinario ap0s aceleracdo no
crescimento ou ulceragdo da neoplasia.

A demora na apresentacdo do paciente oncoldgico ao médico veterinario resulta
num avango do estadiamento clinico pela malignizacdo dos tumores, 0 que por vezes
esta relacionado a caracteristicas como aumento do tamanho do tumor, ocorréncia de
metastases, presenca de ulceragcdes entre outros (Daleck et al., 1998). O diagndstico
precoce altera favoravelmente a historia natural da doenga, reduz a mortalidade e
possibilita o uso de tratamentos menos agressivos (Toribio et al., 2012).

Associados, tais sinais relacionam-se com um prognéstico reservado e
diminuicdo do tempo de sobrevida das pacientes, assim, a caracterizacdo dos casos pode
contribuir na predicdo do comportamento clinico do tumor, e contribuir no melhor
entendimento da evolugdo do processo neoplasico.

Dentre os tumores malignos, os carcinossarcomas foram os mais frequentes.
Outros autores encontraram 0s carcinomas e tumores mistos malignos com maior
frequéncia (Daleck et al., 1998; Oliveira et al., 2003). De acordo com Oliveira et al.
(2003), os tumores de origem epitelial s&o os mais frequentes entre as neoplasias
mamarias. Em nosso trabalho a neplasia maligna mais frequente tem origem mista,
entretanto, somando-se 0s outros tipos tumorais observados, verificamos que 0s
carcinomas, de forma geral, tiveram frequéncia semelhante a do carcinossarcoma.

A identificacdo do tipo tumoral é considerada um fator indepente na
determinacdo do prognostico. Os carcinossarcomas Sdo extremamente variaveis, com
crescimento rapido, composto por células que morfologicamente lembram células
epiteliais. Macroscopicamente sdo bem delineados, com area de tecido Gsseo que se
apresenta ao corte. Quando comparados aos demais carcinomas, 0S carcinossarcomas
tem um prognaostico ruim (Cassali et al., 2011).

Em 23,3% dos animais foram observados tumores benignos, com maior
frequéncia do adenoma (13,3%), que € caracterizado pela presenca de células epitelias
bem diferenciadas (Cassali et al., 2011). Apesar de Midosrp (2002) afirmar que os

adenomas sdo neoplasias raras em cdes, outros autores observaram frequéncias
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semelhantes: Oliveira et al. (2003) verificarem que 11,8% das cadelas eram portadoras
de adenomas e Oliveira Filho et al. (2010) observarem uma frequéncia de 14,58%.
Contrariamente ao observado, Feliciano et al. (2012) observaram o0s tumores mistos
benignos como os mais frequentes, assim como Queiroga e Lopes (2002).

Verifica-se grande variacdo morfoldgica de tipos histoldgicos entre as neoplasias
mamarias caninas, que podem ser resultado das diferentes classificacbes morfoldgicas
propostas (Hampe e Misdorp, 1974; Monlux et al., 1977; Midsorp, 2002; Cassali et al.,
2011) . As divergéncias nos levantamentos epidemioldgicos dificultam a comparagéo

dos dados e a predicdo do comportamento bioldgico dos tumores de mama em caes.

Tabela 2. Frequéncias absoluta e relativa das caracteristicas clinicas observadas em cadelas portadoras de neoplasias mamarias.

Aspectos clinicos gerais Maligno Benigno Total
FA FR FA FR FA FR

Raca

SRD 11 47,8 5 71,4 16 53,3

Poodle 7 30,4 1 14,3 8 26,7

Outras 5 21,7 1 14,3 6 20,0
Tamanho

Menor que 3 cm 4 17,4 2 28,6 6 20

3ab5cm 5 21,7 2 28,6 7 233

Maior que 5 cm 14 60,9 3 42,9 17 56,7
Ulceragéo

Presente 6 26,1 0 0 6 20

Ausente 17 73,9 7 100 24 80

Tempo de evolugédo
Menos de 1 ano 11 47,8 2 28,6 13 43,3
Mais de 1 ano 12 52,2 5 71,4 17 56,7

Estadiamento clinico

| 3 13,0 2 28,6 5 16,7
1l 4 174 2 28,6 6 20
11 10 43,5 3 42,9 13 43,3
1\ 6 26,1 0 0 6 20
Vascularizagéo
Sim 9 39,1 0 0,0 9 30
Néo 14 60,9 7 333 21 70
Metéstase em linfonodos
Presente 6 26,1 0 0,0 6 20
Ausente 17 739 7 100 24 80
Tumores Unicos/maltiplos
Mdltiplos 15 65,2 2 28,6 17 56,7
Unicos 8 348 5 71,4 13 433

FA: frequéncia absoluta; FR: frequéncia relativa; SRD: sem raca definida.
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As metastases em linfonodos foram observadas em 26,1% das cadelas
portadoras de neoplasias malignas (Tab.2). Oliveira Filho et al. (2010) observaram uma
frequéncia semelhante, com metastases em linfonodos em 29,5% em cadelas portadoras
de neoplasias malignas que foram necropsiadas. Apesar da importancia do exame dos
linfonodos palpaveis, em poucos estudos clinicos foram observadas informagdes a
respeito da pesquisa de metéastase nessas estruturas.

O exame dos linfonodos pode ser facilmente realizado pela técnica de citologia
aspirativa com agulha fina, com alta sensibilidade e especificidade, sendo recomendado
para investigacdo de metéastases (Cassali et al., 2011). Os resultados, quando associados
a presenca de metéstases, estdo relacionados a uma queda na expectativa de sobrevida
(Sonrenmo, 2003). A invasdo e a metastase sdo caracteristicas importantes dos tumores
malignos e influenciam diretamente no prognostico (Magalhdes, 2010). Assim, 0s
resultados encontrados confirmam a importancia do exame dos linfonodos, e enfatizam
a necessidade da sua incorporacao a rotina veterinaria, e como os resultados podem ser
Uteis na avaliacdo do paciente.

Quanto ao padrédo racial (Tab. 2), observou-se que 53,3% das pacientes eram
animais sem raca definida (SRD). Contrariamente aos resultados observados, Santos et
al. (2010) afirma que as neoplasias mamarias tendem a ser mais comuns em cadelas de
raca pura, sugerindo que a endogamia pode aumentar o risco desta neoplasia. Quando
sdo realizadas comparacdes entre racas, é necessario levar em consideracdo fatores
influentes como a quantidade de racas prevalentes em regides geograficas, a inclusdo de
novas racas e desaparecimento de outras (Magalhdes, 2010). Toribio et al. (2012)
afirmam que os animais sem raca definida representam a maior parte da puplagéo canica
no Brasil. Assim, sobretudo por se tratar de um estudo realizado em um hospital escola
que atende principalmente a populacdo de baixa renda, a maior frequéncia de animais
SRD como portadores de neoplasias mamarias apenas reflete as caracteristicas da
populacdo estudada, ndo sendo possivel determinar uma maior predisposicdo ao
aparecimento de tumores mamarios no que diz respeito ao padrdo racial.

Quanto a faixa etéria, verificou-se que 63,3% das cadelas possuiam idade entre 6
e 10 anos, e 36,7% possuiam idade superior a 11 anos. A média de idade das pacientes
foi de 10 + 2,6 anos. Oliveira Filho et al. (2010) em seu estudo verificou que as cadelas

idosas também foram as mais acometidas, com média de idade de 9,2 anos, e que,
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dentre estas, o0s tipos tumorais malignos foram mais frequentes. De acordo com Philbert
et al. (2003), ndo foram demosntrados na veterinéria, estudos que apontem diferencas
consitentes no prognostico dos animais com base na idade, contudo, em humanos,
mulheres com idade inferior a 30 anos ou superior a 60 apresentam prognostico
desfavoravel.

O aparecimento do tumor de mama em cadelas aumenta significativamente com
a idade, observando-se maior susceptibilidade entre os seis e os doze anos de idade
(Cassali, 2011), o que concorda com os resultados aqui observados. Segundo Fonseca e
Daleck (2000) a ocorréncia de neoplasias mamarias em cadelas idosas € mais comum
devido ao maior tempo de exposicdo aos fatores de risco ambientais, e, principalmente,
hormonais.

Com relacdo ao tamanho das neoplasias, observou-se que 20% possuiam
tumores menores que trés centimetros, 23,3% possuiam tumores com tamanho variando
entre trés e cinco centimetros e 56,7% possuiam tumores maiores que 5 centimetros. De
acordo com Queiroga e Lopes (2002), os tumores malignos apresentam na maioria dos
casos tamanhos superiores a 5 centimetros, com aderéncias a planos profundos,
podendo apresentar por vezes, ulceracdo cutdnea e metastases. Quanto a presenca de
ulceracdo, 20% dos tumores apresentavam-se ulcerados. As caracteristicas de ulceracdo
e aderéncia a tecidos vizinhos estdo relacionadas as neoplasias malignas (Schmitt,
2000).

Observou-se também que 40% (12) das pacientes eram portadoras de tumores
maltiplos, enquanto 60% (18) possuiam tumores Unicos. De acordo com Lana et al.
(2007) aproximadamente 50% dos casos de tumores mamarios caninos aparecem em
consulta, devido a rapidez da evolucdo tumor, e também ao adiamento na apresentacéo
dos animais a avaliacdo clinica. Ressalta-se que, nos casos dos tumores mamarios
maltiplos, podem ocorrer diferentes tipos histolégicos em uma ou mais glandulas
mamarias e aquele de pior prognoéstico determinara a evolucao clinica (Cavalcanti e
Cassali, 2006).

Dentre os tumores Uanicos, 55,6% (10) eram localizados nas glandulas
abdominais. Contrariamente, os resultados de Feliciano et al. (2012) mostraram que as
glandulas inguinais foram as mais acometidas, enquanto Lana et al. (2007) observou

que os tumores foram mais frequentes nas glandulas abdominais caudais e inguinais. A



264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282

283
284

285

54

justificativa para tal achado esti relacionada a maior presenca de parénquima nas
glandulas mencionadas, e, consequentemente a maior abundancia de receptores
hormonais, o que favorece a ocorréncia das neoplasias (Queiroga e Lopes, 2002).

No que diz respeito a alimentacdo, 36,7% dos tutores afirmaram oferecer aos
seus animais apenas ragdo, 60% ofereciam racdo e comida caseira, e 3,3% ofereciam
apenas comida caseira (Tab. 3). Trabalhos relatam que a alimentagéo caseira, quando
associada a alta ingestao de carnes bovina, suina e de gordura animal, estdo relacionadas
com a obesidade, que, por sua vez, relaciona-se ao desenvolvimento das neoplasias
mamarias, assumindo papel promotor da carcinogénese (Motta, 2008).

De acordo com Philbert et al. (2003) a obesidade pode predispor a uma maior
concentracdo de estrogeno circulante, o que favoreceria a proliferacdo de células
epiteliais com receptores para estes hormodnios. Em seu trabalho, Toribio et al.)
verificaram uma relagdo postiviva entre a ingestdo de comida caseira e os casos de
neoplasia. Contudo, é importante ressaltar que as informagdes presentes na literatura a
respeito da associacdoentre alimentacdo, obesidade e o surgimento de neoplasias
mamarias ainda sdo pouco consistentes, inclusive sobre os fatores alimentares que
podem estar relacionados, o que sugere a realizacdo de estudos para melhor
investigacdodos resultados obtidos.

Tabela 3. Anélise univariada dos fatores associados ao tipo de tumor (maligno e benigno)

TIPO DE TUMOR
VARIAVEIS Maligno Benigno TOTAL OR Valor P
FA. FR. (%) FA FR(%) FA _FR(%)

Alimentagéo

Racéo 8 72,7 3 27,3 11 100,0 -

Comida caseira 1 100,0 0 0,0 1 100,0 *k 0,813®W
Ambos 14 77,8 4 22,2 18 100,0 1,3(0,2-7,4)
Anticoncepcional

Sim 5 71,4 2 28,6 7 100,0 - 1.000®
Néo 18 78,3 5 21,7 23 100,0 1,4 (0,2-9,8) '
Gestacdo”

Sim 4 44,4 5 55,6 9 100,0 - 0.019®
Néo 17 89,5 2 10,5 19 100,0 10,6 (1,5-76,1) '
Idade

Adulto 6 66,7 3 33,3 9 100,0 - 0.640®
Velho 17 80,9 4 19,1 21 100,0 2,1(0,3-12,4) '
Mastectomia

Sim 3 100,0 0 0,0 3 100,0 ox 1.000®
Nao 20 74,1 7 25,9 27 100,0 '

OSH

Sim 2 66,7 1 33,3 3 100,0 - 1.000®
Nao 21 77,8 6 22,2 27 100,0 1,7 (0,1-38,6) !
Pseudociese

Sim 11 84,6 2 15,4 13 100,0 2,3 (0,3-28,0) 0.426®
Néo 12 70,6 5 29,4 17 100,0 - '

@ Teste de Qui-quadrado; ® Teste de Exato de Fisher; F.A.- Frequéncia absoluta; F.R.- Frequéncia relativa; *Associagdo
significativa ao nivel de 5%; + Base de dados diferentes; ** Indefinido
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A grande maioria das cadelas (90%) ndo havia sido submetida & castracdo
anterior a mastectomia. De forma semelhante, Oliveira Filho et al. (2010) verificou que
apenas 9,4% das cadelas haviam sido submetidas a castracdo prévia a exérese tumoral.
Ramos et al. (2012) verificaram em seu trabalho que 96% das cadelas que apresentavam
tumores mamarios ndo eram castradas, contudo, ndo verificou influéncia da auséncia de
castracdo no grau de malignidade das lesbes. Em cadelas, a longa fase folicular no
periodo de estro pode favorecer o desenvolvimento de neoplasias, e a castracao
realizada antes do terceiro cio diminui comprovadamente a incidéncia (Fonseca e
Daleck, 2000). Assim, observa-se mais uma vez o efeito protetor da ovariectomia em
animais jovens, uma vez que a presenca de neoplasias foi maior em cadelas inteiras. Em
nossos resultados, a ndo realizacdo da OSH prévia a mastectomia ndo esteve relacionada
ao tipo tumoral (se maligno ou benigno).

Os tutores dos animais relataram ainda que 43,3% (13) das fémeas j& haviam
apresentado caracteristicas de pseudociese, enquanto 56,7% (17) ndo apresentavam tais
sinais (Tab.3). Oliveira Filho et al. (2010) obsevaram que em 2,9% dos casos as
pacientes apresentaram pseudociese. E importante considerar também que a avaliacio
da pseudogestacdo através do uso de questionarios resulta em respostas subjetivas, uma
vez que alguns tutores podem néo ter detectado a ocorréncia de sinais de pseudociese
em suas cadelas, o que alteraria o resultado encontrado. Todavia, de acordo com Zuccari
et al. (1999), em animais com essa condicdo, 0s niveis de prolactina sdo altos, o que
predispbe a formacdo de tumores, associado ao fato de que o leite retido cronicamente
pode conter compostos quimicos que possuam efeito carcinogénico sobre o epitélio
mamario.

Quanto ao uso de anticoncepcionais, 23,3% dos tutores afirmaram ter ministrado
de drogas anticoncepcionais, e 76,7% afirmaram que ndo usavam em seus animais este
tipo de medicamento. Oliveira Filho et al. (2010) afirmam que em 9,2% dos casos foi
informado o uso de contraceptivos. Segundo Daleck et al. (1998) a administracdo Unica
de estrdgenos exdgenos ndo tem efeito na incidéncia do tumor, entretanto quando
aplicados em conjunto com a progesterona, a possibilidade de desenvolvimentos torna-
se grande. Ja o tratamento prolongado com progestinas sintéticas, segundo Fonseca &
Daleck (2000), associado ao aumento no numero de casos de hiperplasias e neoplasmas

benignos de mama. Em nosso estudo ndo foi informado qual o tipo de contraceptivo
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administrado nas pacientes participantes deste estudo, o que limita a discussdo dos
dados obtidos. De toda forma, pode-se considerar pequeno o numero de pacientes
portadoras de tumores mamarios que foram submetidas ao tratamento com
contraceptivos, ndo tendo sido encontrado relacdo entre a presenca de neoplasias
malignas e o uso deste tipo de fa&rmaco (Tab. 3), 0 que nos leva a crer que o tratamento
hormonal ndo esta associado, como um dos fatores principais, a carcinogénese mamaria
canina.

Outro dado interessante foi o resultado obtido para o aspecto gestacdo (Tab. 3).
Foi observada uma maior frequéncia de tumores malignos em animais ndo gestantes: o
grupo nédo gestante apresentou 10,6 vezes mais chances ter tumor maligno quando
comparados com 0s animais que ja haviam gestado. Em humanos, a gestacao apresenta
um efeito protetor sobre o aparecimento de tumores de mama, mas em cadelas, de
acordo com Rutteman et al. (2001) este efeito ndo é observado. De acordo com Ramos
(2011) nunca ter parido ou parir poucas vezes pode levar ao surgimento de tipos
histologicos mais agressivos. Morris et al. (1998) afirma que cadelas nuliparas ou com
pequeno namero de partos possuem uma maior predisposi¢cdo ao surgimento de tumores
de mama quando comparadas com fémeas que tiveram varias gestacfes. Entretanto,
outros autores afirmam que ndo hé associagdo clara entre tumores de mama e paridade
(Ferri, 2003).

As alteracdes proliferativas que ocorrem no tecido mamario durante a gestacédo
estdo associadas aos hormdnios de crescimento e a progesterona. Esta, por sua vez, pode
apresentar um papel muito importante no desenvolvimento dos tumores mamarios uma
vez que cria um ambiente altamente proliferativo o que estimula o crescimento dos
tumores ocasionados por outros fatores (Martins e Lopes, 2005). Ramos et al. (2012)
verificou em seu trabalho que a maioria das cadelas portadoras de neoplasias mamarias

eram nuliparas.

CONCLUSAO

Os carcinomas e carcinossarcomas foram as neoplasias mamérias mais
frequentes, demonstrando a prevaléncia da origem epitelial. Quanto a caracterizagao
clinica, conclui-se que fatores prognosticos tradicionalmente relacionados ao

surgimento dos tumores mamarios caninos, como uso de progestagenos e pseudociese,
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ndo tiveram impacto na ocorréncia dos tumores observados, enquanto outras
caracteristicas e fatores epidemioldgicos cujos dados na literatura ainda s&o conflitantes,
como gestacdo e alimentacdo, foram relacionados ou ao surgimento das neoplasias de
forma geral, ou mais especificamente ao surgimento das neoplasias malignas, o que

demonstra a diversidade do processo neoplésico e dos fatores que podem influencia-lo.
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Dosagens séricas hormonais e expressao génica de receptores de estrogeno e
progesterona em cadelas portadoras de neoplasias mamarias?
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ABSTRACT - Aratjo, P.B.; Pereira-Campinho, D.S.; Gongalves, D.N.A.; Silva, D.M.F.; Mendonga, F.S,;
Evéncio-Neto, ]. 2016. [Measurement of serum hormones and gene expression of estrogen and
progesterone in bitches with mammary neoplasms.] Dosagens séricas hormonais e expressao
génica de RE e RP em cadelas portadoras de neoplasias mamarias. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail:
priscillaaraujo@live.com

Canine mammary neoplasms have been widely studied, especially as a model for breast cancer
in women. The etiology of canine mammary neoplasms is controversial and involves mainly a
hormonal influence. As such, the different patterns in expression of steroid hormones in mammary
neoplasms can be relevant for selecting patients which can be benefitted by endocrine therapy,
which has a prognostic and therapeutic value. The objective of this study was to investigate the
serum concentrations of estradiol, progesterone, and prolactin, as well as the gene expression of
estrogen receptors o and 3 and progesterone receptors in 60 bitches: 30 bitches with mammary
neoplasms and 30 healthy bitches for the control group. There were higher levels of estradiol in
bitches with malignant mammary neoplasms when compared with healthy bitches. Serum levels of
prolactin were higher in bitches without mammary neoplasms when compared to the other group.
Both malignant and benign tumors expressed REa, Ref3, and RP, and there was no difference in
expression between malignant and benign tumors, or related to the other investigated prognostic
factors (clinical staging, presence of ulceration and vascularization, time until presentation). Serum
levels of estradiol increased significantly with the clinical staging of the disease. There was a strong
negative correlation between serum levels of estradiol and tumor type, moderate positive
correlation between prolactin and tumor type, and moderate negative correlation between serum
levels of estradiol and prolactin. It is concluded that serum concentrations of estradiol and
prolactin showed variations that reinforce their involvement with the physiology of the tumor
process, also indicating a relationship with prognosis and malignancy of the neoplasm. Hormone
receptors were expressed by the neoplasms, regardless of tumor type, and are not associated to the
other classic prognostic factors, such as presence of ulcerations, vascularization, or clinical staging.

Index terms: breast tumor, estrogen, progesterone, prolactin.
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RESUMO - As neoplasias mamadrias caninas tém sido muito investigadas, principalmente por servir
de modelo para o estudo do cancer de mama na mulher. A etiologia dos tumores mamarios caninos
é controversa e envolve principalmente a influéncia hormonal, assim o diferente padrido de
expressido dos hormonios esterdides nas neoplasias mamarias pode ser relevante para selecionar
os pacientes que podem se beneficiar da terapia enddcrina, apresentando valor prognéstico e
terapéutico. Objetivou-se com este trabalho investigar as concentragdes séricas de estradiol,
progesterona e prolactina e a expressao génica dos receptores de estrogeno o e 3 e de progesterona
em 30 cadelas portadoras de neoplasias mamarias. Verificaram-se maiores niveis séricos de
estradiol em cadelas portadoras de neoplasias mamarias malignas quando comparadas as cadelas
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do grupo controle. Os niveis séricos de prolactina foram maiores nas cadelas que ndo possuiam
neoplasias mamarias quando comparadas aos demais grupos. Tanto os tumores malignos como os
benignos expressaram REa, REf e RP, ndo havendo diferenca na expressio entre tumores malignos
ou benignos ou relacionada a outros fatores prognésticos investigados (estadiamento clinico,
presenca de ulceracdo e vasculari¢do, tempo de evolugdo do processo). Os niveis séricos de
estradiol aumentam significativamente com o estadiamento clinico da doenga. Verificou-se
moderada correlagdo negativa entre os niveis séricos de estradiol e prolactina. Conclui-se que as
dosagens séricas de estradiol e prolactina apresentaram varia¢des que reafirmam o envolvimento
destes com a fisiologia do processo tumoral, indicando também relagido com prognéstico e
malignidade da neoplasia. Os receptores hormonais foram expressos pelas neoplasias,
independente do tipo tumoral, e ndo estdo associados aos outros fatores progndstico classicos,
como presenca de ulceracgdo, vascularizacdo ou estadiamento clinico.

Termos de indexacao: progesterona, prolactina, estrégeno, tumor de mama, receptor.

INTRODUGAO

Os tumores mamarios sdo comuns em cdes, tendo sido relatada uma frequéncia superior a
50% em cadelas (Queiroga & Lopes 2002, Oliveira et al. 2003, Oliveira Filho et al. 2010, Feliciano et
al. 2012). Dada a frequéncia com que surgem na rotina veterinaria e importancia que os cies
possuem como animais de companhia, o estudo das neoplasias mamarias caninas ganha destaque
na rotina veterinaria (Fonseca & Daleck 2000).

Diversos fatores parecem estar ligados a etiologia das neoplasias mamarias, entre ele estdo
os fatores hormonais, como os hormonios esterdides (estrégeno e progesterona), prolactina (PRL),
hormoénio de crescimento (GH), fatores de crescimento (fator de crescimento tumoral - TGF e fator
de crescimento epidermal - EGF) assim como os hormdnios tireoidianos (Nogueira & Brentani
1996, Silva et al. 2004, Verstegen & Onclin 2006). Um sinal claro da dependéncia hormonal é a
presenca dos receptores hormonais no tecido mamario (Ramos et al. 2012). Assim, devido a
importancia que estes tém adquirido na pratica clinica pelo seu valor preditivo e progndstico, sua
fung¢do nas neoplasias mamadrias caninas tem sido exaustivamente estudada (Costa et al. 2002).

Os estrdgenos assumem papel importante na oncogénese por serem considerados os
promotores da iniciagdo das células mamdrias cancerigenas e por aumentarem a taxa de
proliferacdo pelo recrutamento de células nio ciclicas dentro do ciclo celular (Ramos et al. 2012) e
sdo responsaveis por estimular a atividade mitética do epitélio mamario, o que eleva o risco de
aparecimento dos tumores mamarios (Peteleiro 1994). A expressdo do receptor de estrégeno (RE)
é sem duvida o mais importante biomarcador em cancer de mama em humanos, pois ele fornece o
indice de sensibilidade ao tratamento enddcrino (Buitrago et al. 2011). Em cadelas, é elevada a
proporc¢ao de tumores benignos da mama que apresentam um aumento de receptores de estrégeno
e progesterona, ao contrario, apenas uma parte das neoplasias malignas apresenta esses receptores
e em concentragdes menores, pois com a progressdao do tumor e aumento da malignidade ocorre
reducdo da dependéncia hormonal (Jonhston 1993). Em pacientes humanos, a selecdo de mulheres
com RE positivo no tumor primario eleva o nivel de resposta clinica para 60% (Depes et al. 2003).

A progesterona é um hormonio esteroide que tem como fun¢des a supressio da atividade
do miométrio, a estimulacdo do crescimento das glandulas endometriais e a promog¢ido do
desenvolvimento do tecido alveolar mamario (Martins & Lopes 2005). Provavelmente esta
envolvida com o aumento da producdo de GH autdcrino, que, por sua vez, pode ser capaz de
estimular a sintese local ou sistémica da secrecdo do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo I (IGF-I). Adicionalmente, o efeito do IGF-I pode ser influenciado por niveis locais de estradiol
(17-E2). Esses resultados sugerem que todos esses hormonios e fatores podem atuar como fatores
de crescimento local estimulando o desenvolvimento e/ou manutencio dos tumores mamarios
caninos em um modo autécrino/paracrino (Queiroga et al. 2008).

A prolactina é um neuropeptideo produzido pelas células lactotroéficas da adenohipdfise,
sendo sua secre¢do estimulada por meio da supressdo de dopamina hipotalamica. Ela é responsavel
pela manutencao da atividade secretéria, ndo desempenhando papel sobre a proliferagao celular da
glandula mamaria, entretanto, estimula o crescimento do tumor mamario devido a sensibiliza¢do
celular aos efeitos do estrégeno, promovendo um aumento no nimero de receptores de estrégeno
(Fonseca & Daleck 2000). Apesar destes achados, a possibilidade da prolactina estimular a
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atividade mitotica das células do epitélio mamario ndo pode ser afastada (Muldoon 1981). Com
base em estudos morfoldgicos da glandula pituitaria e em niveis hormonais no soro, foi sugerido
que a hormonio do crescimento ou qualquer desequilibrio de prolactina pode ser associada com a
carcinogénese mamaria no cao (Midsorp 2002).

0 diferente padrido de expressio dos hormonios esterdides nas neoplasias mamarias pode
ser relevante para selecionar os pacientes que podem se beneficiar da terapia endécrina e estudar
protocolos terapéuticos baseados na administracdo de antagonistas de receptores de hormonios
esterdides (Milanta et al. 2005). Dessa forma, o estudo da influéncia hormonal torna-se uma
ferramenta para estabelecer o progndstico e para avaliar se o tratamento hormonal pode ser mais
benéfico que a terapia citotdxica. Partindo do pressuposto do envolvimento hormonal na
carcinogénese mamaria canina, o objetivo deste trabalho é avaliar os niveis séricos de estradiol,
progesterona e prolactina, bem como a expressdo génica dos receptores de estrégeno a e f3, e do
receptor de progesterona em cadelas portadoras de neoplasias mamarias.

MATERIAL E METODOS

Para realizacido do estudo, foram utilizadas 60 cadelas de diferentes idades e ragas, sendo
30 destas cadelas portadoras de neoplasias mamarias, atendidas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (HOVET - UFRPE). Outras 30 cadelas higidas
provientes de abrigos foram utilizadas para composi¢do do grupo controle. O projeto de pesquisa
foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE, com licenca de niimero
055/2015.

Os animais portadores de neoplasias mamarias participantes do estudo foram submetidos
a exame clinico, hemograma e exames de imagem (radiografia de térax e ultrassonografia de
abddémen). Estes ultimos foram indicados para investigacdo de metastase pulmonar e abdominal,
respectivamente. Os animais portadores de metastases em 6rgdos toracicos ou abdominais nio
foram incluidos no estudo. Os tutores dos animais participantes da pesquisa responderam um
questionario sobre fatores epidemiol6gicos que pudessem influenciar de alguma forma o processo
neoplasico.

A partir dos dados coletados através da realizacdo da anamnese, exame clinico e aplica¢ido
do questionario, os animais foram agrupados de acordo com classificacdo histoldgica da neoplasial,
estadiamento clinico (Quadro 1), tempo de evolugdo da neoplasia, presenca de ulceracdes e de

vascularizagdo.

Quadro 1. Estadiamento clinico das neoplasias mamadrias caninas.
Estagio Classificacio TNM

I T1NO MO

II T2 NO MO

111 T3 NO MO

v Qualquer T N1 MO

) Qualquer T Qualquer N M1

Adaptado de Midsorp (2002).

Apés realizagdo dos exames pré-operatdérios os animais foram encaminhados para a
cirurgia de mastectomia, realizando-se coleta de linfonodos e tecido mamario neoplasico para
realizacdo de exame histopatolégico, que foram fixados em formol neutro tamponado a 10%. Apos
a fixacdo, os fragmentos de tumor foram conservados em alcool etilico a 70%. Em seguida,
passaram pelo processo de desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool, diafanizados em
xilol, impregnados e incluidos em parafina histolégica liquida a 59 °C. Posteriormente os blocos
foram cortados a 5 pm em micrétomo semi-automatico tipo Minot. As laminas foram coradas pela
hematoxilina-eosina e observadas em microscopio 6ptico biolégico Trinocular NIKON 50i, acoplado
a um sistema de cdmera digital usado para capturar imagens microscopicas. A classificagdo
histolégica das neoplasias foi feita de acordo com Cassali et al. (2011).

Os tubos contendo as amostras de sangue foram submetidos a centrifugacdo, por um
periodo de 15 minutos a 500 G. As aliquotas de soro foram acondicionadas em tubos de polietileno,
tipo Eppendorf e armazenadas a temperatura de -20 °C. Fragmentos de tumor também foram
armazenados em tubos tipo eppendorf e mantidos a temperatura de -80 °C para analise da
expressao génica dos receptores hormonais. Realizou-se também coleta de sangue de 30 cadelas
higidas para composicdo do grupo controle.
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Para as determinacdes hormonais de estradiol, progesterona e prolactina foi empregada a
técnica de eletroquimioluminescéncia utilizando-se Kkits comerciais (Kit Reagente Acess
Progesterona, Kit Reagente Acess Prolactina, Kit Reagente Acess Estradiol).

Para quantificagdo da expressdo génica dos receptores hormonais, o RNA total foi extraido
de cada amostra utilizando kit RNeasy® Micro (QIAGEN®) de acordo com o protocolo do
fabricante. Para eliminar a contaminacdo com DNA gendmico, todas as amostras de RNA foram
tratadas com RNA -free DNAse (Promega, Madison, USA). O RNA foi quantificado pela absorbancia
em 260 nm e a pureza do RNA foi determinada baseada na relacdo de 260/280 nm por
espectrofotometria (BioMateTM3, Thermo®) e somente amostras com realacdo entre 1,8 e 2,0
foram utilizadas.

Para obtencdo do DNA complementar total (cDNA) foi utilizado o Kit ImProm-II(TM)
Reverse Transcription System (Promega®). Foi adicionado 1 pL do primer (iniciador da reagdo)
Oligo(dT)15 ao volume de 4 pL do RNA total (até 1pg), em seguida incubado em termobloco a 70 °C
por 5 minutos e esfriado a 4 °C por 5 minutos. A essa mistura foi adicionado 4 pL do buffer Improm-
1™ (5X), 2,4 puL de MgCl2 (1,5 mM), dNTP (0,5mM de cada dNTP) e 1,0 da enzima transcriptase
reversa Improm-IITM, totalizando um volume final de 20 pL da reagdo, incubada em termobloco a
25 °C por 5 minutos, 42 °C por 60 minutos e inativacdo da enzima em 70 °C por 15 minutos.

A concentracdo das amostras de cDNA total foi avaliada no espectrofotometro
(BioMateTM3 da Thermo®) na dilui¢do 1:250. As amostras foram padronizadas na concentragdo de
100 ng/uL e estocadas em freezer — 80 °C. A expressdo do mRNA para os receptores de estrégeno a
¢ B e receptor de progesterona foi avaliada a partir da amplificacdo de segmentos dos genes com os
oligonucleotideos iniciadores relacionados no Quadro 2. Os iniciadores das amplificacGes dos genes
dos receptores hormonais foram construidos utilizando o programa Primer 3 Plus (Untergasser et
al. 2007) com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD). As rea¢des de Real-time PCR foram
realizadas com o kit de amplificagdo Qiagen - QuantifastTM SYBR Green PCR, em termociclador
(Rotor-Gene Q da Qiagen®), as reacdes foram realizadas em duplicadas com controle negativo para
identificar reagdes inespecificas.

Em cada reag¢do foram utilizados 2,0 uL do cDNA (100ng/pL), 7,5 pL do Qiagen -
QuantifastTM SYBR Green PCR, 0,5 uL de primer sense e anti-sense (10 pM) e 5,5uL. de H20 Milli Q,
totalizando um volume final de 15 pL. Os seguintes ciclos foram empregados: temperatura inicial de
95°C por 5 min (ativagdo da enzima), 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 30 segundos
(captagdo da fluorescéncia). As condi¢cdes do Melting foram: temperatura de 60 a 95 °C, com
incremento de 0,5 °C por 5 segundos. O gene de referéncia utilizado para normatizar as expressoes
dos genes em estudo foi o 3-Actin. A quantificacao relativa da expressao dos genes foi calculada
pelo método 2 -delta delta Ct (Livak & Schmittgen, 2001).

Quadro 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no PCR em tempo real para
amplificacdo dos genes ERa, ER(3, PR e GAPDH

Nome do oligonucleotideo Sequéncia Tamanho
ERa S 5'AACGCCTCTGTCTCGTCTGT3' 110pb
A5'GTACTCAATGCTCCCCTGGA3'
ERp S 5TCCCAGCAGTGCCAATAACTCAGA3' 120pb
A 5TGCATACAGAAGTGACGACTGGCA3
PR S 5'CAAACATGTCAGTGGGCAGATGC3 110pb
A 5'CTGCCACATGGTGAGGCATAATGAS3
GAPDH S 5’GGAGAAAGCTGCCAAATATG3’ 200pb

A5'ACCAGGAAATGAGCTTGACA3'

S = “sense”; A = “antisense”; pb = pares de bases. REa: receptor de estrégeno alfa; RE[: receptor de
estrogeno beta; RP: receptores de progesterona; GAPDH = gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

Realizou-se uma analise de normalidade através dos testes de Shapiro-Wilk. A partir disso,
empregou-se o teste de Tukey para comparacdo dos resultados das varidveis paramétricas e os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para as varidveis ndo-paramétricas. A correlagio entre os
resultados foi feita mediante o teste de Spearman (Sampaio 1998). O programa IBM SPSS Statistics
23.0 foi utilizado para a execugdo dos calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de
5,0%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As neoplasias malignas foram as mais frequentes (76,7%), destacando-se o
carcinossarcoma (36,7%) entre estas (Quadro 3). Os tumores benignos estiveram presentes em
23,3% dos animais, sendo o adenoma o tipo histolégico mais frequente (13,3%). Resultados
semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2003), que observaram que 71,8% das cadelas
participantes de seu estudo eram portadoras de neoplasias malignas. J4 para Queiroga & Lopes
(2002) aproximadamente 52% dos tumores mamarios caninos sdo malignos. Frequéncias
superiores a 70%, resultados parecidos aos que foram observados no presente trabalho foram
descritos por Oliveira Filho et al. (2003) e Ramos et al. (2012).

Quadro 3. Frequéncia dos tipos histologicos encontrados em cadeas portadoras de
neoplasias mamarias

Tipo de tumor FA FR%
Adenoma 4 13,3%
Adenoma complexo 2 6,7%
Carcinoma anaplasico 1 3,3%
Carcinoma complexo 2 6,7%
Carcinoma mucinoso 1 3,3%
Carcinoma sélido 3 10,0%
Carcinoma tubular 4 13,4%
Carcinossarcoma 11 36,7%
Fibroadenoma 1 3,3%
Osteossarcoma 1 3,3%
Total 30 100,0%

FA- Frequéncia absoluta; FR- Frequéncia relativa.

A maior presenca de neoplasias malignas, por vezes estd associada a demora na
apresentacdo dos pacientes no hospital, pois tumores benignos podem vir a se tornar malignos
(Sorenmo et al. 2009). Os tumores mistos malignos foram os tipos tumorais mais encontrados por
Daleck et al. (1998) e Oliveira et al. (2003), e, de acordo com Oliveira et al. (2003), os tumores de
origem epitelial sdo os mais frequentes entre as neoplasias mamarias. Em nossos achados a
neplasia maligna mais frequente tem origem mista, entretanto, somando-se os outros tipos
tumorais observados, verificamos que os carcinomas, de forma geral, tiveram frequéncia
semelhante a do carcinossarcoma, concordando com os relatos Daleck et al. (1998) e Oliveira et al.
(2003).

A identificacdo do tipo histoldgico pode ser considerada um fator independente para
determinac¢do do prognoéstico. Neste sentido, os carcinossarcomas sdo caracterizados por serem
extremamente varidveis, com crescimento rapido, composto por células que morfologicamente
lembram células epiteliais. Macroscopicamente eles sdo bem delineados, frequentemente com uma
area de tecido 6sseo que se apresenta ao corte (Cassali et al. 2011).

E importante ressaltar que o valor das classificagcdes histolégicas é baseado na capacidade
de predicdo do comportamento bioldgico da neoplasia. Como existem muitas classificagoes
morfoldgicas propostas, as diferencas geram divergéncias em levantamentos epidemioldgicos e em
relatos de casos (Hampe & Misdorp 1974; Monlux et al. 1977; Midsorp 2002; Cassali et al. 2011),
assim, a falta de uniformiza¢do da nomenclatura utilizada dificulta a comparagdo dos dados
epidemioldgicos e medidas terapéuticas.

Verificaram-se neste trabalho maiores niveis séricos de estradiol em cadelas portadoras de
neoplasias mamarias malignas quando comparadas as cadelas do grupo controle (p=0,001)
(Quadro 4). Estes dados estdo de acordo com Queiroga et al. (2008) quando verificaram que
tumores malignos apresentaram maiores concentra¢des teciduais de estradiol e progesterona
quando comparados a tumores benignos e a mamas saudaveis. Nossos resultados também
reforcam os relatos de Ramos et al. (2012), que afirmam que os estrégenos sdo considerados os
promotores da iniciagdo das células mamdrias cancerigenas e podem aumentar a taxa de
proliferacdo pelo recrutamento de células ndo ciclicas dentro do ciclo celular. Muldoon (1981)
verificou que a administragio de estradiol aumentou os niveis de receptores nucleares, ao contrario
da atividade do receptor de progesterona, que nio foi influenciada por prolactina ou estradiol.
Ainda segundo este autor, os niveis de receptor de progesterona refletem a atividade dos



66

receptores de estrégeno. Contudo, em nosso trabalho, ndo foi possivel verificar associacdo entre
estradiol e seus respectivos receptores, ou entre os receptores de estrégeno e de progesterona.

Quadro 4. Comparagio entre os resultados das variaveis analisadas pelo tipo de tumor.

Grupo Estradiol(®) PRL(®W P4(®) REq(9) REB©@ RP0)
Maligno  38,98+13,68a  0,057+0,078b 20,19 9,94 9,91 11,41
Benigno 30,75+17,55 0,037+0,012 15,00 12,75 12,88 6,88
Controle  15,56+9,38b 0,231+0,201a 17,69 - - -

Valor P <0,001* 0,004* 0,623 0,437 0,385 0,178

(W) Comparacdo entre médias pelo teste de Tukey; () Comparacdo entre os ranks médios pelo teste
de Kruskal-Wallis; (9 Comparacdo entre os ranks médios pelo teste de Mann-Whitney; Letras
diferentes na mesma coluna igual a diferenca estatistica; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.
PRL: prolactina, P4: progesterona, REa: receptor de estrégeno a, REf: receptor de estdgeno f3, RP:
receptor de progesterona.

Os estrégenos sdo considerados como um dos fatores etioldgicos dos tumores mamarios
em cadelas por aumentar a taxa de proliferacdo celular, predispondo as células a sofrerem
alteragdes neoplasicas (Fonseca & Daleck 2000). O aumento de estradiol sérico associado ao
proestro pode estimular as células que expressam RE a sintetizarem receptor de progesterona (RP)
(Sartin et al. 1992), entretanto em nossos resultados o aumento da concetra¢do de estradiol nao
esteve ligado ao aumento de nenhum dos referidos receptores.

Os estrdgenos estimulam a atividade mitdtica do epitélio mamario, o que eleva o risco de
aparecimento do tumor, entretanto ndo determina seu surgimento (Peteleiro 1994). Assim, o
aumento nos niveis séricos ¢é indicativo da influéncia hormonal na oncogénese, bem como pode ser
considerado indicativo de pior prognéstico de acordo os resultados encontrados neste trabalho,
uma vez que esteve relacionado as neoplasias malignas. O aumento dos niveis séricos de estradiol
ndo esteve relacionado ao aumento da expressao de receptores hormonais, sejam eles recetores de
estrogeno ou de progesterona.

Quanto aos niveis séricos de prolactina, observou-se que estes foram maiores nas cadelas
do grupo controle, quando comparadas aos demais grupos p=0,004 (Quadro 4), corroborando com
Queiroga et al. (2005) que também verificaram maiores concentragdes séricas de prolactina nos
animais do grupo controle quando comparados aos grupos portadores de neoplasias malignas e de
neoplasias benignas, também ndo observando diferenca entre estes dois Ultimos. Estes mesmos
autores também relatam que os niveis de hormonios esterdides foram maiores no grupo das
neoplasias malignas, resultado semelhante ao encontrado no nosso estudo.

A prolactina é responsavel por sensibilizar o tecido aos efeitos do estrégeno, promovendo
um aumento no numero de receptores deste ultimo. Trata-se um horménio produzido pela
glandula pituitaria que na tltima década surgiu como um promissor fator progndstico no cancer de
mama em mulheres. Relatos conflitantes foram publicados sobre a elevaciao dos niveis de prolactina
em cdes portadores desse tipo de neoplasia (Fonseca & Daleck 2000).

Trabalhos relatam que as glandulas mamarias neoplasicas sdo capazes de sintetizar
prolactina, que exerceria um efeito de feedback negativo na secrecdo de PRL pela glandula
pituitaria (Vonderhaar 1999, Goffin et al. 2002), o que justificaria os menores niveis séricos de
prolactina em fémeas portadoras de neoplasias mamarias quando comparadas ao grupo controle.
Ha ainda estudos que indicam que hormonios esterdides e prolactina interagem sinergicamente
para controlar o crescimento neopladsico das glandulas mamarias em mulheres e roedores
(Ormandy et al. 1997, Gutzman 2004).

Tanto os tumores malignos como os benignos expressaram REa, RE e RP, ndo havendo
diferenca na expressio entre tumores malignos ou benignos (Quadro 4). A presenga dos receptores
é sinal claro da dependéncia hormonal das neoplasias. Nos tumores malignos, a expressdo dos
genes que codificam os receptores dos hormdnios estrégeno e progesterona pode estar diminuida,
sobretudo em neoplasias de maior grau de malignidade ou nas fases mais avancadas da doenga
(Peleteiro 1994).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, é possivel observar que nas neoplasias benignas
houve uma maior expressdo de RE do que nas neoplasias malignas, enquanto RP foi mais expresso
nas neoplasias malignas. Ramos et al. (2012) afirma que houve uma maior tendéncia para
expressao dos receptores no grupo do animais controle e uma menor expressdo nos grupos dos
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animais portadores de neoplasias malignas. Além disso, estes mesmos autores verificaram uma
maior expressdo de REa em relacdo a REB. Entretanto REa, REB, RP foram observados em
neoplasias mamadrias benignas, malignas e no grupo controle.

Na avaliacdo da expressdo dos RE e RP, os resultados obtidos demonstraram que os dois
grupos de animais, com lesdes benignas ou malignas, expressaram receptores de estrogeno alfa,
beta e progesterona. Animais com tumores de mama com RE e RP, ou somente RE, apresentam
melhor prognéstico que aqueles que possuem somente RP, visto que a presenca dos primeiros
correlaciona-se com tumores bem diferenciados (Sartin et al. 1992). Assim a expressao de ambos os
receptores em tipos histoldgicos malignos e benignos sugere um melhor progndstico para as
pacientes, por tratar-se de neoplasias melhor diferenciadas. A auséncia da diferen¢a de expressio
entre tumores malignos e benignos difere do que tem sido relatado na literatura, e pode ser
justificada pela presenca de neoplasias menos agressivas.

Quanto as concentragdes séricas de progesterona, ndo foram observadas variagdes
significativas entre os grupos maligno, benigno e controle (Quadro 4). De acordo com Queiroga et
al. (2005) os niveis teciduais de progesterona sdao em tumores malignos, quando comparados ao
tumores benignos. Em cdes, a progesterona é responsavel por promover tumores mamarios através
da estimulacdo da producdo de GH pelas células da glandula mamaria.

Segundo alguns autores, a progesterona pode estar ligada ao surgimento de neoplasias
benignas, pela indugdo de um ambiente altamente proliferativo e o efeito da interacdo entre a
progesterona e o estrogeno pode estar diretamente ligado ao aparecimento de tumores mamarios
em cadelas (Martins & Lopes 2005), entretanto em nosso trabalho ndo foi verificada alteragdes nos
niveis séricos de progesteronas relacionadas a quaisquer das carcteristicas observadas.

Quadro 5. Comparacgio entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pelo
estadiamento.

Estadiamento Estradiol PRL P4 RE«x REB RP
I 18,33 16,67 14,67 11,33 14,33 11,83
II 22,30 17,20 19,70 9,20 11,60 7,70
III 23,94 10,75 21,50 10,25 6,88 12,88
IV 33,88 11,38 17,13 12,00 13,50 8,25
Controle 10,78 24,91 17,69 - - -
Valor P (A) 0,031* 0,390 0,708 0,903 0,139 0,369

(A Comparacdo entre os ranks médios pelo teste de Kruskal-Wallis; *Diferenca significativa ao nivel
de 5%. PRL: prolactina, P4: progesterona, REa: receptor de estrégeno a, RE: receptor de estégeno
B, RP: receptor de progesterona.

Quanto ao estadiamento clinico da doenca (Quadro 5) observa-se que os niveis séricos de
estradiol aumentaram significativamente, sendo observados menores niveis séricos no grupo
controle (p=0,031). Os niveis séricos de prolactina, apesar de ndo observada diferenga estatistica,
foram menores nos animais com o estadiamento clinico mais avangado. O que pode sugerir,
conforme observado por Vonderhaar (1999) e Goffin et al. (2002), que as células cancerigenas dos
tumores mamarios em estadio mais avancado seriam capazes de sintetizar prolactina, produzindo
um efeito de feedbak negativo o que, por sua vez, diminuiria os niveis séricos de PRL.

0 estrégeno tem importancia no desenvolvimento da glandula mamaria normal e influencia
o crescimento e comportamento dos tumores mamarios das mulheres e nas cadelas (Fonseca &
Daleck 2000).

Em relacdo ao tempo de evolucdo, ndo foi verificada diferenca ao compararmos a expressao
dos receptores hormonais considerados (Quadro 6). Quando comparadas os niveis séricos das
dosagens hormonais, observou-se mariores concentragdes de estradiol nos animais com menor
tempo de evolucdo da doencga (p=0,001), e maiores niveis séricos de prolactina nos animais do
grupo controle (p=0,011).

Sabe-se que com o avangar do tempo, as neoplasias tendem a assumir caracteristicas de
maior malignindade, que incluem a perda da expressdo dos receptores hormonais (Ramos et al.
2012), e perda da dependéncia hormonal (Fonseca & Daleck 2000). Assim, espera-se obervar em
processos com menores periodos de evolugio uma maior expressdo de receptores hormonais, bem
como uma maior dependéncia hormonal que pode ser identificada a partir da observacdo de
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maiores niveis séricos hormonais, reforcando assim os resultados encontrados no presente
trabalho.

Quadro 6. Comparagio entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pelo
tempo de evolucao.

Tempo de Estradiol PRL P4 REa REB RP
Evoluciao
< 6 meses 28,67 16,33 14,33 12,00 16,17 12,67
6 a 12 meses 23,07 13,43 18,64 13,57 7,50 9,64
> 12 meses 24,60 12,45 20,95 7,90 10,90 10,45
Controle 10,78 24,91 17,69
Valor P (A) 0,001* 0,011*% 0,775 0,135 0,099 0,759

(4 Comparagdo entre os ranks médios pelo teste de Kruskal-Wallis; *Diferencga significativa ao nivel
de 5%. PRL: prolactina, P4: progesterona, REa: receptor de estréogeno a, RE(: receptor de estégeno
B, RP: receptor de progesterona.

Convém ressaltar também, que muitos proprietarios relatam um grande intervalo entre a
observacdo do tumor e a apresentacdo do animal ao Veterinario, que por vezes sé acontece quando
ha ulceragdo ou quando o crescimento passa a acontecer de forma bastante acelerada. Mais de 50%
dos proprietarios relataram que esperaram mais de 1 ano para levarem suas cadelas para consulta.
E sabido que o diagnéstico e o tratamento precoces proporcionam um melhor prognéstico aos
pacientes (Oliveira et al. 2003).

No que se refere a presenca ou auséncia de ulceragdes, observou-se menores
concentragdes séricas de estradiol no grupo controle (p<0,001), que também apresentou maiores
concentragdes de prolactina (p=0,004). Nao houve diferenga estatistica para expressdo dos
receptores hormonais (Quadro 7). Queiroga et al. (2005) observou que os niveis de prolactina mais
altos foram relacionados com a presenca de ulceracdo e aderéncia a pele e tecidos adjacentes
(Queiroga et al. 2005). Segundo Oliveira et al. (2003) a ulceracdo é considerada um fator de
malignidade, o que indica que o resultado observado pode indicar o possivel papel da PRL na
determinacdo do progndstico de cadelas portadoras de neoplasias mamarias, contudo, sdo
necessarias maiores investiga¢des no intuito de melhor determinar a importancia deste achado.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica, verificou-se uma tendéncia a maior
de RP em animais portadores de neoplasias ulceradas. Os receptores de estrégeno estiveram mais
presentes nas neoplasias ndo ulceradas. De acordo com Sartin et al. (1992)a diminuicdo da
proporc¢ao entre RE e RP pode ser associada com diminuicdo da diferenciacao celular e progressdo
da doenga, tanto em cdes, quanto em humanos.

Quadro 7. Comparacao entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pela
presenca de neoplasias ulceradas.

Ulceragio Estradiol PRL P4 REa REB RP
Sim 24,88 16,25 23,50 9,25 8,75 12,75
Nao 24,63 12,66 18,06 10,81 10,94 9,94

Controle 10,78 24,91 17,69
Valor P (A) <0,001* 0,004* 0,599 0,682 0,554 0,437

(A Comparacdo entre os ranks médios pelo teste de Mann-Whitney; *Diferenca significativa ao nivel
de 5%. PRL: prolactina, P4: progesterona, REa: receptor de estrégeno a, REf: receptor de estégeno
B, RP: receptor de progesterona.

Quanto a presenca de vascularizacdo nas neoplasias estudadas, observou-se que os
maiores niveis séricos de estradiol estiveram presentes nas cadelas portadoras de neoplasias
ulceradas (p<0,001), enquanto os maiores niveis de prolactina foram observados nas cadelas do
grupo controle (p=0,005). Quanto a expressdo dos receptores hormonais, ndo foi observada
diferenca estatistica no quesito vascularizagio.

De acordo com Illera et al. (2006) os altos niveis de estradiol podem aumentar o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), um fator chave para a angiogénese. Sabe-se também que a
vascularizagdo é um fator crucial para a continuidade do crescimento dos tumores, e sobrevivéncia
das células neoplasicas (Midsorp, 2002). Como o crescimento e o risco de metastases dependem do
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crescimento de novos vasos adjcentes ao tumor, a presenca de vascularizacdo nos tumores pode ser
associada a um prognostico mais reservado, que neste estudo, esteve associada também aos
maiores niveis séricos de estradiol, o que permite também pensar nos altos niveis deste como um
indicador de mau prognéstico associado a angiogénese.

Assim a associacdo de altos niveis de estradiol a carcteristica de vascularizacdo das
neoplasias concordam com os achados dde Illera et al. (2006) sugerindo que o horménio em
questdo pode ser capaz de estimular fatores angiogénicos, diretamente ligados a neoplasias mais
agressivas, com maior poder invasivo, e, consequentemente, de progndstico desfavoravel.

Quadro 8. Comparagio entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pela

vascularizacao.
Vascularizagio Estradiol PRL P4 RE«x REB RP
Sim 29,20 13,00 16,40 6,80 7,80 10,10
Nao 23,17 13,50 20,07 11,73 11,40 10,63
Controle 10,78 24,91 17,69
Valor P () <0,001* 0,005* 0,731 0,119 0,266 0,866

(A Comparacdo entre os ranks médios pelo teste de Mann-Whitney; *Diferenca significativa ao nivel
de 5%. PRL: prolactina, P4: progesterona, REa: receptor de estrégeno a, REJ: receptor de estégeno
B, RP: receptor de progesterona.

Os maiores nives de estréogeno estiveram associados a neoplasias malignas, com
estadimento clinico mais avangado, ulceradas e vascularizadas. Esses resultados podem indicar o
papel dos estréogenos no desenvolvimento tumoral, exercendo um efeito mitogénico nas células
tumorias, o que favoreceria a progressao tumoral.

Verificou-se moderada correlacdo negativa entre os niveis séricos de estradiol e prolactina
(Quadro 9). Contrariamente, Swenson (1996) afirma que os estrogénios aumentam a secre¢io de
prolactina. Na literatura consultada, ndo foram verificadas associacdes entre os niveis séricos de
prolactina e estradiol em cadelas portadoras de neoplasias mamarias, contudo, individualmente,
ambos sdo citatos por possuirem um papel promotor da carcinogénes mamaria (Fonseca & Daleck
2000, Buitrago et al. 2011, Feliciano, 2012).

Quadro 9. Andlise de correlaciao das variaveis pelos grupos (maligno, benigno e controle)
através do teste de Spearman.

Parametros Estradiol P4 PRL REa REf
Estradiol
(Valor P)
Progesterona 0,186
(Valor P) (0,278)
PRL -0,467 -0,268
(Valor P) (0,004%) (0,114)
REa 0,212 0,149 -0,158
(Valor P) (0,369) (0,531) (0,506)
REB -0,143 0,265 0,040 -0,049
(Valor P) (0,548) (0,259) (0,867) (0,838)
RP -0,173 -0,374 -0,164 -0,121 0,144
(Valor P) (0,466) (0,104) (0,490) (0,611) (0,544)

N - Total de amostras; *Associagdo significativa ao nivel de 5%. PRL: prolactina, P4: progesterona,
REa: receptor de estrégeno o, REf: receptor de estégeno 3, RP: receptor de progesterona.

De acordo com Kojima et al. (1996) o risco de desenvolvimento do cancer de mama é
essencialmente determinado pela intensidade e duragido da exposi¢do do epitélio mamario a agio
conjunta da prolactina e do estrégeno. Nossos resultados mostraram que quanto maior a
concentragdo sérica de estradiol, menor os niveis de PRL, estando o estradiol associado a
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caracteristicas de maior malignidade, enquanto para PRL ndo foi verificada tal associacdo. Assim,
sdo necessarios mais estudos que possam esclarecer o papel da intera¢do de estradiol e PRL na
oncogénese mamaria.

Na literatura também sio relatadas associagdes entre progesterona e estradiol ou entre os
hormoénios esteroides e a expressdo de seus respectivos receptores (Fonseca & Daleck 2000,
Queiroga et al. 2005, Queiroga et al. 2008). Apesar destes resultados, em nosso trabalho nio foi
verificada correlagdo significativa, o que traz mais ddvidas a respeito do papel da regulacdo
hormonal e da interagio entre estes hormonios na carcinogénese mamaria canina.

CONCLUSOES

As dosagens séricas de estradiol e prolactina, quando relacionadas ao tipo tumoral
(benigno ou maligno), ao estadiamento clinico da doenca, e presenca de ulceragao e vascularizagao
apresentaram varia¢des que reafirmam o envolvimento destes com a fisiologia do processo
tumoral, indicando também relagcdo com prognéstico e malignidade da neoplasia.

N3io foram verificadas diferencas entre a expressio dos receptores hormonais, o que leva a
acreditar que eles podem ser expressos pelas neoplasias, independente do tipo tumoral, e ndo estdo
associados aos outros fatores prognostico classicos, como presencga de ulceragido, vasculariza¢io ou
estadiamento clinico. A expressdo de receptores hormonais, independente do tipo tumoral ou
estadiamento clinico traz a possibilidade da utilizacdo de tratamentos com antagonistas hormonais
e farmacos anti-hormonais, que infelizmente ainda ndo fazem parte da rotina veterinaria.
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Dosagem sérica do marcador tumoral Ca 15.3 em cadelas portadoras de neoplasias

mamarias pelo método de eletroquimioluminescéncia

Serum concentration of the tumor marker Ca 15.3 in bitches with mammary

neoplasms using the chemiluminescence method
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ABSTRATC: The present objective was to analyze the serum levels of the tumor
marker Cal5.3 in healthy bitches and those with mammary neoplasms, correlating
results with tumor type, clinical staging, time until presentation, and presence of
ulceration and vascularization. For the study, 30 bitches of different breeds and ages
with mammary tumors and 30 healthy bitches for the control group were selected.
Histopathology was performed for identification of tumor type, and blood was collected
for measurement of serum concentration of the marker via the chemiluminescence
method using a commercial kit. A higher frequency of malignant neoplasms was
observed (76.7%), with a higher quantity of carcinosarcomas (36.7%). Regarding serum
concentration of the marker Cal5.3, there was no difference in serum values when
comparing the means from bitches with neoplasia and healthy bitches, nor when
comparing the other characteristics. The majority of results for serum concentration of
Cal5.3, whether in bitches with neoplasia or in healthy bitches, was zero. It is
concluded that the measurement of the marker Cal5.3 using the chemiluminescence
method and commercial kits for humans did not offer significant results that would
make this method or this marker a useful tool for patient monitoring and evaluation of

the prognosis of bitches with mammary neoplasms.

Key words: Cancer antigen 15.3, mammary tumors, female dogs.
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Marcadores tumorais ou biomarcadores séo substancias que estdo presentes no
tumor, no sangue ou em outros liquidos bilégicos, produzidos ou primariamente pelo
préprio tumor, ou secundariamente em pelo paciente em resposta a este primeiro. A
concentracdo dessas substancias deve refletir a extensdo do tumor, a resposta ao
tratamento e a progressdo da doenca (Jacobs e Haskell, 1991). Em humanos,
marcadores séricos tumorais desenvolvem um importante papel no manejo do paciente.
Numerosos marcadores tumorais séricos tém sido descritos para uso em cancer de
mama e hoje o CA15.3 ¢ um dos mais indicados na pratica clinica em humanos.
Contudo os estudos sobre esses marcadores para a medicina veterinéria ainda sao
escassos (Campos et al., 2012).

O antigeno do céancer 15.3 (CA15.3) é uma glicoproteina com alto peso
molecular produto do gene MUC 1, e esta relacionada a adesdo celular. MUC1 ¢
responsavel por diversas propriedades celulares, que incluem proliferacdo celular,
adesdo, apoptose e invasdo. A sensibilidade deste marcador varia de acordo com a
massa tumoral e o estadiamento clinico da doenca, apresentando niveis séricos elevados
em 60 a 80% das pacientes com metastases em cancer de mama. A dosagem do CA 15-
3 no pré-operatério para cancer de mama em mulheres, em estagio inicial, parece ter
uma relacdo positiva, pois pode orientar para uma terapia coadjuvante mais agressiva ou
apropriada a cada caso (Souza, 2002). Em humanos, altos niveis séricos de CA 15.3
estdo correlacionados com o tamanho do tumor, estagio da doenca e presenca de
metastase em linfonodos (Manuali et al., 2012).

A concentragdo da maioria dos marcadores tumorais é extremamente baixa no
sangue, por isso 0 método que avalia os marcadores deve ser muito sensivel (Souza,
2002). A vantagem da deteccdo através da eletrogquimioluminescéncia em comparacao
com os demais métodos consiste na preparacdo simples, na alta estabilidade dos
reagentes em uma grande sensibilidade do teste. Assim, o objetivo deste estudo foi
analisar os niveis séricos do marcador tumoral Cal5.3 em cadelas higidas e em cadelas
portadoras de neoplasias mamarias, relacionando os resultados ao tipo tumoral,
estadiamento clinico, tempo de evolugcdo do quadro e presenca de ulceracdo e de
vascularizagéo.

Para realizagdo do estudo, foram utilizadas 60 cadelas de diferentes idades e

racas, sendo 30 destas cadelas portadoras de neoplasias mamarias, atendidas no Hospital
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Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HOVET — UFRPE). Outras
30 cadelas higidas provientes de abrigos foram utilizadas para composi¢cdo do grupo
controle. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFRPE, com licenga de nimero 055/2015.

Os animais portadores de neoplasias mamarias participantes do estudo foram
submetidos a exame clinico, hemograma e exames de imagem (radiografia de térax e
ultrassonografia de abdémen). Estes dltimos foram indicados para investigacdo de
metastase pulmonar e abdominal, respectivamente. Os animais portadores de metastases
em Orgdos toracicos ou abdominais ndo foram incluidos no estudo. Os tutores dos
animais participantes da pesquisa responderam um questionario sobre fatores
epidemioldgicos que pudessem influenciar de alguma forma o processo neoplasico.

Apds realizacdo dos exames pré-operatdrios os animais foram encaminhados
para a cirurgia, realizando-se coleta de linfonodos e tecido mamaério neoplésico para
realizacdo de exame histopatolégico, que foram fixados em formol neutro tamponado a
10%. Apds a fixacdo, os fragmentos de tumor foram conservados em alcool etilico a
70%. Em seguida, foram desidratados em concentracfes crescentes de alcool,
diafanizados em xilol, e impregnados e incluidos em parafina histolégica liquida a 59
°C. Posteriormente os blocos foram cortados a 5 pm em micr6tomo semi-automatico
tipo Minot. Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina e observados em
microscopio 6ptico bioldgico Trinocular NIKON 50i, acoplado a um sistema de camera
digital usado para capturar imagens microscopicas. A classificacdo histoldgica das
neoplasias foi feita de acordo com Cassali et al. (2011).

A partir dos dados coletados na anamnese, exame clinico e aplicagdo do
questionario, os animais foram agrupados de acordo com tipo tumoral, estadiamento
clinico (Tab.1), tempo de evolucdo da neoplasia, presenca de ulceracdes e de

vascularizagéo.

Tabela 1. Estadiamento clinico das neoplasias mamarias caninas.

Estégio Classificacdo TNM

| T1NO MO

| T2 NO MO

1l T3 NO MO

v Qualquer T N1 MO

\% Qualquer T Qualguer N M1

Adaptado de Midsorp (2002).
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Os tubos contendo as amostras de sangue foram submetidos a centrifugagéo, por
um periodo de 15 minutos a 500 G. As aliquotas de soro foram acondicionadas em
tubos de polietileno, tipo Eppendorf e armazenadas a temperatura de -20 °C.

Para a determinacdo sérica do marcador foi empregada a técnica de
eletroquimioluminescéncia utilizando-se kit comercial (Kit de reagentes Access BR
Monitor). Realizou-se uma anélise de normalidade através dos testes de Shapiro-Wilk.
A partir disso, empregou-se os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para as
variaveis ndo paramétricas. O programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a
execucao dos calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

Observou-se uma maior frequéncia de neoplasias malignas (76,7%), destacando-
se entre elas o carcinossarcoma (36,7%) (Tab.1). Oliveira et al. (2003), observaram que
71,8% das cadelas participantes de seu estudo eram portadoras de neoplasias malignas.
Este resultado é semelhante ao encontrado no presente trabalho. Ja para Queiroga e
Lopes (2002) aproximadamente 52% dos tumores mamarios caninos sdo malignos.
Outros trabalhos recentes também vém relatando frequéncias superiores, semelhantes as
aqui encontradas (Oliveira Filho et al., 2010; Ramos et al., 2012). Entre as variaveis que
podem determinar o prognéstico, o tipo tumoral pode ser identificado como um

importante fator independente.

Tabela 2. Frequéncia dos tumores

Tipo de tumor FA FR%
Adenoma 1 3,3%
Adenoma complexo 2 6,7%
Adenoma Simples 3 10,0%
Carcinoma anaplasico 1 3,3%
Carcinoma complexo 2 6,7%
Carcinoma mucinoso 1 3,3%
Carcinoma s6lido 3 10,0%
Carcinoma tubular 4 13,4%
Carcinossarcoma 11 36,7%
Fibroadenoma 1 3,3%
Osteossarcoma 1 3,3%
Total 30 100,0%

FA- Frequéncia absoluta; FR- Frequéncia relativa.
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Quanto as dosagens séricas do marcador Cal5.3 ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre os valores séricos quando comparadas as medias de cadelas portadoras
de neoplasias e de cadelas higidas, ou tampouco quando comparados 0s demais grupos
entre si (estadiamento clinico, tempo de evolugdo, e presenca de ulceracdo e

vascularizagéo), como pode ser observado nas Tab. 3,4,5,6 2 7.

Tabela 3. Comparacdo entre os resultados das varidveis analisadas pelo tipo de tumor.

Grupo Cal15® (U/mL)

Maligno 19,75
Benigno 17,50
Controle 17,50

Valor P 0,276

@ Comparagao entre os ranks médios pelo teste de Kruskal-Wallis; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 4. Comparagdo entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pelo estadiamento.

Estadiamento Cal5 (U/mL)
| 23,50
I 17,50
11 17,50
v 22,00
Controle 17,50
Valor P ™ 0,068

™ Comparagdo entre os ranks médios pelo teste de Kruskal-Wallis; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 5. Comparacdo entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pelo tempo de evolugéo.

~ Cals.3
Tempo de Evolugéo (U/mL)
< 6 meses 17,50
6 a 12 meses 20,07
> 12 meses 19,30
Conrole 17,50
Valor P W 0,486

™ Comparagao entre os ranks médios pelo teste de Kruskal-Wallis; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 6. Comparacdo entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pela presenca de Ulceras.

Ulceracéo Cal5.3(U/mL)
Sim 22,00
Né&o 18,63
Controle 17,50
Valor P ™ 0,155

™ Comparagdo entre os ranks médios pelo teste de Mann-Whitney; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 7. Comparacdo entre os ranks médios dos resultados das variaveis analisadas pela vascularizagao.

Vascularizagéo Cal5(U/mL)
Sim 17,50
Néo 19,90
Controle 17,50
Valor P ™ 0,237

™ Comparagdo entre os ranks médios pelo teste de Mann-Whitney; *Diferenca significativa ao nivel de 5%.

A maioria dos resultados encontrados para dosagem sérica de Cal5.3, seja para
cadelas portadoras de neoplasias, seja para cadelas higidas foi equivalente a zero. De
acordo com Jacobs e Haskell (1991), mesmo quando ndo é possivel realizar a dosagem

do marcador, a presenca de metastases ndo pode ser descartada. Convem lembrar
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também que o limiar de deteccdo do kit utilizado ¢ 0,5 U/mL. Uma das possiveis
hipGteses para tal resultado pode ser devido aos niveis dos marcadores estarem abaixo
do limiar de detecgdo do kit utilizado. Resultado semelhante foi observado por Jardini
(2003) que, utilizando-se do método de quimioluminescéncia, ndo conseguiu realizar a
dosagem sérica do marcador Cal5.3 em cadelas higidas e portadoras de neoplasias
mamaérias, atribuindo a falha a ndo produgdo da proteina pelos tipos histologicos
estudados, ou a producdo sem liberacdo da proteina na circulagdo, ou ainda a existéncia
de diferencas estruturais que inviabilizem a utilizacédo do kit para humanos.

Entretanto, tal argumento pode ser contestado pelos resultados encontrados por
outros autores. Manuali et al. (2012) verificou expresséo tecidual de Ca 15.3 em 68%
das cadelas portadoras de neoplasias malignas, correlacionado positivamente este
achado com o grau histolégico de malignindade.

J& Bicalho (2012) somente conseguiu realizar a dosagem de Cal5.3 em cadelas
higidas a partir do método de quimioluminescéncia apds a realizagdo de um processo de
concentracdo de proteinas no soro das cadelas avaliadas, atribuindo a falha também ao
limiar de deteccdo do kit utilizado. Apds o processo de concentracdo foi possivel
detectar o marcador no soro, concluindo-se que é viavel a utilizacdo do kit para
deteccdo do marcador em cadelas.

De acordo com Marchesi et al. (2010) a quimioluminescéncia ¢ uma técnica
sensivel, de facil execucdo e baixo custo, o0 que torna o kit de reagentes desenvolvido
para humanos viavel para utilizacdo em cées. Contudo, nossos resultados mostram que
ndo foi possivel realizar a dosagem do marcador utilizando-se da referida técnica,
provavelmente devido aos niveis séricos do marcador estarem abaixo do limiar de
deteccdo do kit, assim como observado por Bicalho (2012).

Campos et al. (2012) utilizando o teste ELISA, observaram em seu estudo, ao
comparar cadelas higidas e cadelas com e sem metastase a distancia portadoras de
neoplasias mamarias, que as concentracfes séricas de Cal5.3 foram mais elevadas
conforme o estadiamento clinico da doenca. Resultado semelhante foi observado por
Gelaleti (2011),que, utilizando o teste ELISA, verificou que altos niveis séricos do CA
15-3 tiveram relacdo com a rapida evolucdo tumoral e menor sobrevida das cadelas,
inferindo seu possivel uso como marcador de pior prognostico também na espécie

canina.
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Apesar da possibilidade de uso do marcador Cal5.3 ainda ndo se tem
estabelecido em Medicina Veterindria valores normais sericos, e 0s estudos para
avaliacdo do prognostico e acompanhamento de cadelas portadoras de neoplasias
mamarias ainda sdo inconsistentes, sendo necessario uma melhor padronizacdo da
técnica bem como melhor investigacdo do significado clinico da deteccdo do marcador
em cées.

Conclui-se que a dosagem do marcador Cal5.3 através do método de
eletroquimioluminescéncia utilizando-se kits comercias formulados para dosagens
humanos ndo ofereceu resultados significativos que tornassem possivel a utilizagdo do
método ou do marcador como ferramenta para acompanhamento e avaliacdo do
prognostico de cadelas portadoras de neoplasias mamarias. Contudo, dosagens de testes
séricos sdo procedimentos pouco invasivos, relativamente préaticos, financeiramente
viaveis e possibilita 0 acompanhamento da paciente com a realizacdo de coletas
periddicas, 0 que torna esse tipo de estudo bastante promissor.
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N° da Ficha: DATA:

Nome do animal: Idade:

Espécie: Raca: Peso:

Tutor:

Endereco:

CEP: Fone:

E-mail:

1. Historico:

2. Histérico familiar de tumor mamario:

3. Sinais e sintomas:

4. Alimentacéo: Racéo ( ) Caseira ()

Racdo + caseira ()

Intervalo entre

5. Ultimo cio: .
0S Cios:
6. N° de gestacdes:
7. Mastite:
8. Pseudogestacbes:  Sim () Né&o () Qtas?
9. Uso de anticoncepcional: Sim () Néo ()
Qtas vezes: Qual (is):

Quais gls
10. Ja fez . N mamarias
mastectomia: Sim (1) Néo () foram

removidas:
11. Fez OSH: Sim () Ndo () Haqto tempo:
12. Exames laboratoriais: Hemograma Bioquimica Glicose

13. Citologia (prescri¢do do Meloxicam):
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14. Caracteristicas do n6dulo tumoral:

Peso:

Tamanho:

Comprimento:

Espessura: | « =
Mobilidade: Sim () Nio () « T2
Ulceracéo: Sim () Nédo () « A
Dor local: Sim () Ndo () « A2
Infeccdo: Sim () Nédo () :  al
Aderéncia da pele: Sim () Nédo () /\
Envolvimento de fascia: Sim () Nédo ()

En’volwmento do sim () Néo ()

musculo:

15. Acomentimento de linfonodo(s): Sim () Nao ()

Quais:

16. Exames complementares:

17. Exames radiogréaficos:

18. USG:

19. Tratamentos prescritos:

20. Retornos:

Nome e assinatura do pesquisador/colaborador




