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RESUMO

CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DE
NEOPLASMAS MAMARIOS ESPONTANEOS DE GATAS (Felis catus)

Com excec¢ao dos tumores de pele e do tecido linfo-hematopoiético, o neoplasmas mamarios
sd0 os mais comuns em felinos domésticos. Os carcinomas mamarios de gatas possuem
progndstico desfavordvel, uma vez que tais tumores sdo bastante agressivos e com grande
capacidade de gerar metdstases. Objetivou-se com esse estudo, caracterizar sob o ponto de
vista histopatoldgico, histoquimico e imunoistoquimico; neoplasias mamarias de ocorréncia
espontanea em gatas. Trinta e cinco amostras de tecido neopldsico foram coletadas
cirurgicamente e os cortes histolégicos foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE), para
estudo histopatoldgico. Para andlise histoquimica, utilizou-se o Tricromico de Masson e
Acido Periédico de Schiff (PAS), para avaliar os depésitos de coldgeno e glicosaminoglicanos
associados aos tumores, respectivamente. Para realizacdo dos ensaios imunoistoquimicos
foram utilizados os anticorpos anti-Ki-67, anti-PCNA e anti-Bcl-2. Nos resultados obtidos
observou-se que 14,29% das lesdes foram classificadas como benignas (fibroadenoma,
adenoma simples e adenose) e 85,71% como adenocarcinomas. As neoplasias malignas eram
multifocais, de padrao de crescimento predominantemente invasivo, com presenca de necrose,
figuras de mitose, e infiltrado inflamatério. As andlises histoquimicas revelaram que as lesoes
malignas apresentavam padrdo de coloracdo moderada a forte quando coradas com PAS e
fraca a moderada com Tricromico de Masson. A marcagdo anti-Ki-67 apresentou padrdo
citoplasmdtico e nuclear em células malignas bem diferenciadas no tecido neopldsico. A
proteina Bcl-2 apresentou padrao membranar restrito ao tecido transformado e o tecido
marcado com o anticorpo anti-PCNA, demonstrou padrdo citoplasmético e nuclear em células
glandulares, ocasionalmente em células estromais de aspecto epitelidide. Em resumo, a
grande quantidade de figuras de mitose e a maior reatividade a marcacdo com o anticorpo
anti-PCNA sugere neoplasmas com intensa atividade proliferativa evidenciando um mau

prognodstico para os individuos portadores.

Palavras-chave: Felis catus, neoplasias mamadrias, imunoistoquimica, PCNA, Ki-67, Bcl-2.



ABSTRACT

HISTOPATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF SPONTANEOUS MAMMARY NEOPLASMS OF CATS
(Felis catus)

After skin tumors and lymphohematopoietic tissue, mammary neoplasms are most common in
domestic cats. Mammary carcinomas of cats have poor prognosis, since such tumors are very
aggressive and with great ability to generate metastases. The aim of this study was to
characterize the point of view histopathological, histochemical and immunohistochemical,
spontaneously occurring mammary tumors in cats. Thirty-five samples of tumor tissue were
collected surgically and histological sections were stained with hematoxylin-eosin (HE) for
histopathological analysis. For histochemical analysis, were used the Masson’s Trichrome and
Periodic Acid Schiff (PAS) to evaluate the deposition of collagen and glycosaminoglycans
associated with tumors, respectively. To perform the immunohistochemistry assays were used
anti-Ki-67, anti-PCNA and anti-Bcl-2. The obtained results showed that 14.29% of the lesions
were classified as benign (fibroadenoma, adenoma and simple adenosis) and 85.71% as
adenocarcinomas. Malignant neoplasms were multifocal, predominantly of invasive growth
pattern, presence of necrosis, mitotic figures, and inflammatory infiltrate. The histochemical
analysis revealed that the malignant lesions exhibited moderate to strong staining pattern
when stained with PAS and weak to moderate with MT. Marking anti-Ki-67 showed
cytoplasmic and nuclear pattern in well-differentiated malignant cells in tumor tissue. The
protein Bcl-2 showed membrane pattern restricted to the processed tissue and the tissue
marked with anti-PCNA showed nuclear and cytoplasmic pattern in glandular cells,
occasionally in stromal cells of epithelioid appearance. In summary, the large number of
mitotic figures and increased reactivity to staining with anti-PCNA antibody suggests
neoplasms with intense proliferative activity indicating a poor prognosis for affected

individuals.

Key words: Felis catus, mammary neoplasms, immunohistochemistry, PCNA, Ki-67, Bcl-2.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de tumores mamadrios de gatas (Felis catus) representa a terceira causa de
patologias oncoldgicas nessa espécie, seguida apenas de neoplasias de pele e as de origem
linfo-hematopoiética (GIMENEZ et al., 2010). Os carcinomas sdo as neoplasias mais comuns,
representando 80-90% dos casos. Tais tumores sdo malignos e bastante agressivos, com alta
capacidade de metdstase e apresentam prognéstico ruim — sendo uma importante causa de
mortalidade, principalmente em animais de meia-idade e idosos (AMORIM et al., 2006;
SEIXAS et al., 2007).

Os carcinomas mamadrios de gatas possuem diversos padrdes histolégicos, ou uma
mistura deles em um mesmo tumor (SEIXAS et al., 2007). Tais tumores sao compostos por
células epiteliais luminais e a ocorréncia de carcinomas complexos é rara (MISDORP et al.,
1999; SEIXAS et al., 2008). Macroscopicamente possuem consisténcia firme e nodular, sendo
unicos ou multiplos e as glandulas caudais dos animais sdo as mais acometidas. Pelo menos
25% das gatas afetadas possuem neoplasias ulcerativas (MAGALHAES et al., 2009).

A maioria dos tumores mamadrios de felinos € classificada como carcinomas simples,
sendo que as apresentacdes histopatoldgicas mais frequentes sdo carcinomas tibulo-papilares,
sélidos e cribriformes. Sarcomas, carcinomas de células escamosas e carcinomas mucinosos
sdo menos comuns (MILLANTA et al., 2002; MAGALHAES et al., 2009). Em fun¢do da
caracteristica de alta malignidade, o diagndstico da patologia deve ser realizado precocemente
e de maneira precisa para que se inicie a terapia antitumoral o mais rapido possivel, uma vez
que tais condicdes influenciam diretamente no tempo de sobrevida do paciente (GIMENEZ et
al., 2010).

O diagnéstico presuntivo do tumor mamadrio deve ser feito no exame de clinico,
palpacdo na maioria dos casos. Entretanto, dever ser tomado o cuidado para diferenciar
hipertrofia mamadria e mastite (MORRIS e DOBSON, 2007). O diagnéstico definitivo devera
ser realizado através do exame histopatologico de amostras obtidas por bidpsia excisional
(NELSON e COUTO, 2001).

Existem atualmente diversas técnicas diagndsticas que auxiliam no tratamento das
neoplasias, dentre elas pode-se destacar a imunoistoquimica (IQ) de bidpsias teciduais,
método este de grande auxilio na discriminagdo de tumores assemelhados e, muitas vezes, de
dificil interpretacdo pelos métodos histologicos de rotina (NOVELLINO, AMORIM e
QUEIROZ, 2003).
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O estudo imunoistoquimico tem sido utilizado em diferentes situagdes da patologia
mamadria, sendo as mais importantes: avaliacdo de fatores preditivos e progndsticos do cancer
de mama, pesquisa de células epiteliais metastiticas em linfonodo sentinela, diagndstico
diferencial de lesdes mamarias e determinacdo de possivel origem de neoplasias metastaticas
(SALLES et al., 2009).

A imunoistoquimica teve grande desenvolvimento a partir da década de 1970, quando
foi possivel demonstrar antigenos teciduais pela técnica de imunoperoxidase em tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina. Atualmente, a 1Q estd incorporada a patologia
cirirgica como método diagndstico complementar. O desenvolvimento de anticorpos
monoclonais gerou enorme fonte de reagentes altamente especificos para a demonstracao de
varios antigenos teciduais e celulares, e o advento da recuperagdo antigénica foi um fato
marcante na evolucao da técnica (WERNER et al., 2005).

O indice de proliferagcdo, determinada por marcadores do ciclo celular, tais como o Ki-
67 e o antigeno celular de proliferacdio nuclear (PCNA), tem valor progndstico para
carcinomas mamdrios de felinos (PENA et al., 1998). O PCNA, também conhecido como
ciclina ou DNA-polimerase, € uma proteina encontrada em células em proliferacdo e atinge
uma concentra¢do méxima nas fases G1/S do ciclo celular e depois diminui nas fases G2/M.
Em seres humanos e animais, a marcacdo IQ com PCNA € uma potencial ferramenta para o
estudo da atividade proliferativa de tecidos, e pode ser realizada em espécimes fixados em
formalina (PREZIOZI et al., 1995; ILHAN, METIN e BIRINCIOGLU, 2008).

O marcador de proliferacdo Ki-67 é expressado em todas as fases do ciclo celular
(LADSTEIN et al., 2010). A marcacdo desse anticorpo € de intensidade moderada a forte,
apresentando padrdo nuclear e com caracteristica difusa, granular e/ou nucleolar. As figuras
de mitose estdo sempre bem coradas (CASTAGNARO et al., 1998).

O crescimento tumoral € um aumento localizado no numero de células, em resultado
ao aumento da atividade proliferativa e diminui¢do da apoptose e da necrose. Bcl-2 e bax sdo
dois membros distintos de uma familia de genes que desempenham papel na regulacdo da
apoptose. Estes dois genes possuem partes homodlogas em uma sequéncia parcial de
nucleotideos. Entretanto, seus produtos individuais parecem ter func¢des distintas: a proteina
Bcl-2 é um fator supressor da apoptose, enquanto a bax € considerada promotora de apoptose
(MADEWELL et al., 2001). A distribuicao da Bcl-2 ocorre em diversos tecidos, realizando o
papel na prevencdo da morte celular programada. Em um estudo utilizando 200 tumores
felinos de vdrios tipos histolégicos, a proteina Bcl-2 foi mais difundida em adenomas de

tiredide, carcinomas de mama e em linfomas. Na pele, a Bcl-2 foi expressa em todos os
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tumores basocelulares, mas em nenhum carcinoma de células escamosas (MADEWELL et

al., 1999; MADEWELL et al., 2001).

1.1. JUSTIFICATIVA

Em funcao de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade, lesdes tumorais neoplasicas
em felinos representam um sério problema de saide na medicina veterindria. Devido a
disponibilidade de material biolégico necessdrio para este estudo, surgiu o interesse em
investigar possiveis alteragdes histopatoldgicas e histoquimicas desses tumores, bem como,
obter parametros comparativos que possam auxiliar na discriminagdo dos niveis de
diferenciacdo das lesdes contribuindo, desta forma, como parametros auxiliares no

diagnoéstico.

1.2. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar sob o ponto de vista histopatolégico, histoquimico e imunoistoquimico, as

neoplasias mamarias de ocorréncia espontanea em gatas (Felis catus).

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os tipos tumorais encontrados;

e Determinar o grau citoldgico e histoldgico das lesoes;

e Analisar a distribuicdo dos seguintes parametros histopatoldgicos: presenca de
necrose, infiltrado inflamatério, figuras de mitose e invasao glandular;

e Avaliar o padrao histoquimico dos depdsitos de coldgeno e glicosaminoglicanos
associados aos tumores;

® Analisar o perfil imunoistoquimico das proteinas PCNA, Ki-67 e Bcl-2 associadas aos

tumores.
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Revisao de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NEOPLASIAS EM ANIMAIS DOMESTICOS

O conhecimento na drea de oncologia veterindria vem crescendo muito. Esse
conhecimento torna-se essencial a medida que os animais tém vivido cada vez mais devido
aos avancos da medicina veterindria e estdo, consequentemente, mais expostos ao risco de
desenvolverem neoplasmas. Além disso, atualmente os proprietdrios buscam mais
longevidade e melhor qualidade de vida para seus animais (MAGALHAES et al., 2009).

Um tumor pode ser definido como uma massa anormal de tecido cujo crescimento €
excedente e desordenado em relacdo aos Orgdos normais € que persiste na mesma maneira
excessiva apos a cessagdo dos estimulos que provocaram a alteracio (THOMSON, 1983).

As neoplasias ocorrem quando um grupo de células ndo obedece aos mecanismos
normais de controle do crescimento, crescendo de maneira independente dos aspectos normais
de um tecido ou 6rgdo. O novo crescimento sempre compromete a fun¢cdo do 6rgdo no qual
ocorre, ou de 6rgaos adjacentes através de pressao ou substituicao do tecido normal funcional
(WEINBERG, 2007).

O processo fisiolégico do ciclo celular envolve a interacdo organizada de proteinas
codificadas por um grande nimero de genes. Destacam-se entre estas proteinas, as ciclinas e
as enzimas que fosforilam (cinases) ou desfosforilam (fosfatases) outras proteinas, levando a
ativacdo ou inibi¢do de suas func¢des. Este grande nimero de proteinas € necessario para que
as mensagens do meio extracelular sejam veiculadas para o nicleo da célula e para que, uma
vez que a célula inicie seu processo de duplicacdo, se constitua toda a maquinaria celular
necessdria para levar a cabo esse processo (STARINK e HAUSMAN, 1984). Os genes
responsaveis por estimular este processo de duplicagdo celular podem, por sua vez, causar
alteracdes que levam a sua hiperativacdo, como por exemplo: a) adi¢do (inser¢dao) ou
subtracdo (delecdo) de material genético; b) por um aumento de seu ndmero de cdpias
(amplificag@o); ou c¢) por alteracdo de uma uUnica base nitrogenada (substitui¢do). Estas
alteracdes, ao aumentar a fun¢ao destes genes podem, portanto, acarretar uma desregulacao do
processo de divisdo celular na direcio de um aumento desordenado da proliferacdo celular.
(STARINK e HAUSMAN, 1984; LOURO et al., 2002).

Virios oncogenes ja foram descritos e as fungdes de seus proto-oncogenes originais
foram localizadas em véarios processos necessarios para a regulagdo do ciclo celular (LOURO

et al., 2002), como por exemplo:
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e Receptores de membrana celular para fatores de crescimento exdgeno (HER?2/
NEU/erb B2);

e Receptores para hormonios esteréides (ER) ou retindides;

e Proteinas que transmitem a informagdo oriunda de receptores de membrana
estimulados pela ligacao de fatores de crescimento extracelulares, até o nicleo da
célula (fatores de transcri¢do), onde se complexam com o DNA de certos genes
nas suas porcdes reguladoras (regides promotoras) estimulando ou inibindo a
formacao de RNA mensageiro (transcri¢ao).

Virias outras etapas do ciclo celular podem ser alteradas pela acdo de oncogenes.
Portanto, alteragdes moleculares em proto-oncogenes, ao transformd-los em oncogenes, levam
um ganho de funcdo, sendo que a ativacao de apenas uma das cépias de um proto-oncogene ja
¢ suficiente para influir positivamente no processo de divisao celular (LOURO et al., 2002).

As neoplasias podem ser classificadas dentro de duas categorias basicas: neoplasias
benignas e malignas, podendo ser de origem epitelial ou mesenquimatosa. Ha necessidade de
padronizacdo de nomenclatura para as neoplasias, porque certos tipos de tumores tém
comportamentos clinicos relativamente previsiveis, que respondem de forma mais efetiva a
certos tipos de tratamento. Os tumores s@o nomeados de acordo com sua célula do tecido de
origem, padrdo de crescimento e comportamento bioldgico que € deduzido das relacdes
histéricas conhecidas entre certas caracteristicas morfolégicas e desfechos clinicos (Tabela
01) JONES, HUNT e KING, 2000).

Em geral, tumores benignos sao designados com o sufixo oma na célula de origem. Os
tumores de células mesenquimais geralmente seguem esta regra. Por exemplo, um tumor
benigno que surge a partir de células fibroblasticas € chamado de fibroma, um tumor
cartilaginoso € chamado de condroma, e um tumor dos osteoblastos € osteoblastoma. A
nomenclatura de tumores epiteliais benignos € mais complexa, eles sao classificados de modo
diverso: alguns com base nas suas células de origem, outros em sua arquitetura microscépica,
outros ainda nos seus padrdes macroscopicos (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

A nomenclatura dos tumores malignos segue essencialmente o mesmo esquema usado
para os neoplasmas benignos, com adi¢do de algumas expressdes. Os tumores malignos que
surgem no tecido mesenquimal sdo geralmente chamados de sarcomas (grego, sar = carnoso)
porque apresentam pouco estroma conjuntivo e sdo carnosos (ex: fibrossarcoma,
leiomiossarcoma). Os neoplasmas malignos originados a partir de células epiteliais, derivadas
de qualquer uma das trés camadas germinativas, sdo chamados de carcinomas (CAPEN,

2002). Assim, o tumor que surge na epiderme de origem ectodérmica € um carcinoma, do
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mesmo modo que um cancer de origem mesodérmica nos tubulos renais € um tumor derivado
de células endodérmicas do revestimento do trato gastrointestinal. Os carcinomas podem ser
ainda mais qualificados (JONES, HUNT, KING, 2000). Um com um padrao de crescimento
microscopicamente glandular é chamado de adenocarcinoma, e um tumor que produza
células escamosas identificdveis surgindo em qualquer epitélio do corpo € chamado de
carcinoma de células escamosas. Uma pratica comum € especificar, quando possivel, o tecido
de origem (ex: adenocarcinoma de células renais, carcinoma de células escamosas
broncogénicas). Nao raramente, porém, um cancer € formado por células indiferenciadas cujo
tecido de origem é desconhecido, e designado apenas como um tumor maligno pouco
diferenciado ou indiferenciado (SLOOTEN et al., 1985; POWER, 2001; WEINBERG, 2007).

Nos neoplasmas benignos e nos malignos bem indiferenciados, as células
parenquimatosas apresentam uma grande semelhanca entre si, como se todas derivassem de
uma tnica célula. Raramente, uma diferenciacdo divergente de uma unica linhagem de células
parenquimatosas em outros tecidos da origem aos chamados fumores mistos. O melhor
exemplo disto € o tumor originado de glandula salivar. Estes tumores contém componentes
epiteliais dispersos dentro de um estroma mixdide que as vezes contém ilhas de cartilagem
aparente ou até mesmo osso (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

A grande maioria dos neoplasmas, mesmo os tumores mistos, € formada por células
representativas de uma unica camada germinativa. Os teratomas, em comparagdo, sao
formados por uma variedade de tipos celulares parenquimatosos, que representam mais de
uma camada germinativa, em geral, as trés. Eles surgem a partir de células totipotentes e,
portanto sdo encontrados principalmente nas goénadas; ocorrem raramente em células
primitivas sequestradas de outros lugares. Estas células totipotentes se diferenciam em
diversas linhagens celulares, produzindo tecidos que podem ser identificados, por exemplo:
pele, musculo, gordura, intestino, epitélio, estruturas dentdrias. Um padrdo especialmente
visto no teratoma cistico de ovdrio (cisto dermoéide) € o que se diferencia principalmente em
linhas ectodérmicas para criar um tumor cistico revestido por pele com cabelo, glandulas

sebaceas e estruturas dentarias (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).
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Tabela 01: Nomenclatura de tumores comumente encontrados nos animais.

(BARBARA, POWERS e DERNEL. 1998; KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

TECIDO DE ORIGEM BENIGNO MALIGNO
Tecido de origem mesenquimal (tecido conjuntivo e derivados)
Fibroma Fibrossarcoma
Lipoma Lipossarcoma
Condroma Condrossarcoma
Osteoma Sarcoma osteogénico
Tecidos endoteliais e relacionados
Vasos sanguineos Hemangioma Angiossarcoma
Vasos linféticos Linfangioma Linfangiossarcoma
Sindvia Sarcoma sinovial
Mesotélio Mesotelioma
Meninges Meningeoma Meningeoma invasivo
Células do sangue e congéneres
Células hematopoiéticas Leucemias
Tecidos linféides Linfoma
Misculo
Liso Leiomioma Leiomiossarcoma
Estriado Rabdomioma Rabdomiossarcoma

Tumores de origem epitelial

Escamosas estratificadas

Papiloma de células

Carcinomas de células

escamosas escamosas ou carcinoma
epidermdide
Células basais da pele ou dos Carcinoma basocelular
anexos
Revestimento epitelial de Adenoma Adenocarcinoma
glandulas e ductos Papiloma Carcinomas papilares
Cistoadenoma Cistoadenocarcinoma

Vias respiratérias
Epitélio renal
Células hepaticas

Adenoma bronquico
Adenoma tubular renal
Adenoma de células

Carcinoma broncogénico
Carcinoma de células renais
Carcinoma hepatocelular

hepaticas
Epitélio (transicional) do Papiloma de células Carcinoma de célula
aparelho urindrio transicionais transicional
Epitélio placentario Mola hidatiforme Coriocarcinoma

Algumas caracteristicas microscopicas dos tumores sao utilizadas para classificar ou

indicar neoplasias benignas e malignas (Tabela 02). O tumor benigno geralmente cresce
lentamente, causa poucos danos ao tecido adjacente e € encapsulado (sendo bem demarcado

ou de caracteristica peduncular). Este tipo de tumor cresce por expansao, raramente possui
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caracteristica infiltrativa. A neoplasia benigna causa compressdao no tecido vizinho, e por
defini¢do, ndo provoca metdstase (BARBARA, POWERS e DERNEL. 1998; KLAPWIIK,
2007).

As neoplasias benignas, devido as poucas alteragdes genéticas em relagao a célula de
origem, possuem células semelhantes ao tecido de origem, tecido pouco celular e com
bastante matriz, sendo bem demarcado, causando compressao no tecido adjacente normal. Em
relacdo as caracteristicas celulares, possuem baixa relacdo nucleo/ citoplasma, o nicleo é
pouco uniforme em relagdo ao tamanho e formato, nucléolo pequeno e taxa de mitose baixa
(BARBARA, POWERS e DERNEL, 1998).

O tumor maligno geralmente possui crescimento rapido e causa varios danos as células
vizinhas, provocando inflamacdo. Além disto, o crescimento acelerado prejudica o
suprimento sanguineo, causando necrose no centro da massa tumoral. Podem apresentar
também ulceracdes e inflamacdo severa. Geralmente este tipo de tumor ndo possui cdpsula e
causa infiltracdo e compressido no tecido vizinho. Possui vdrias alteragdes genéticas, o que
muitas vezes faz com que o seu diagndstico torne-se confuso. Possui bastante celularidade e
pouca matriz, podendo ter células ndo completamente maduras (indiferenciadas), seu
citoplasma e/ou nucleo pode apresentar-se bem varidvel em relagdo ao tamanho e formato
(pleomorfico) ou podem apresentar nenhum formato celular conhecido (anaplasia).
Finalmente, um tumor maligno pode espalhar-se para locais distantes (metdstase) de sua

origem (tumor primdrio) (BARBARA, POWERS e DERNEL. 1998; KLAPWIJK, 2007).

Tabela 02: Critérios de distincao de tumores benignos e malignos (LOURO et al., 2002).

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
Crescimento lento Crescimento rapido
Poucos sinais de inflamacgdo e necrose Geralmente apresenta necrose
Encapsulado N3ao encapsulado
Diferenciado (células semelhantes ao tecido de Indiferenciado, anapléstico, pleomérfico
origem)
Expansivo Infiltrativo e invasivo
Margens definidas Margens pouco definidas
Nao apresenta metdstase Apresenta metastase
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As metdstases sdo, por defini¢do, crescimentos neopldsicos secunddrios que ocorrem
sem continuidade anatdmica com a proliferacdo de origem (Figura 01). Para que ocorra uma
metdstase € necessdrio que a neoplasia seja maligna. Embora todas as neoplasias malignas
tenham potencial metastético, apenas algumas o fazem, demonstrando o grau de dificuldade
desse fendmeno. Em um estudo realizado com pacientes humanos que sofriam de cancer,
apenas a presenca de células neopldsicas no sangue ndo esteve associada a metdstases, pois
em média apenas 0,1% dessas células sobrevivem para a formacdo de focos neopldsicos
secundarios (SOUZA, 2005). Ou seja, a mera disseminacdo de células tumorais nao leva,
necessariamente, o desenvolvimento clinico de uma metastase (SUGARBAKER, 1979;
WEISS, 1985; FIDLER, 1990; XIE ¢ HUANG, 2003). E observado que muitas células que se
desprendem de um tumor morrem rapidamente, fazendo com que poucas células consigam
disseminar-se, sobreviver e proliferar para formar metdstases distantes (FIDLER, 1970;
GLAVES, 1986; PARIS et al., 1999; XIE e HUANG, 2003).

Uma das maiores causas de mortes relacionadas ao cancer é o aparecimento de
metdstase. A habilidade de uma célula metastdtica sobreviver poder ser atribuida a varios
fatores, entre eles ao estresse do microambiente tumoral. A disseminagdo da neoplasia
maligna se inicia pela invasdo de células tumorais na matriz extracelular € nos vasos
sanguineos e linfaticos, sendo uma etapa necessdria para a disseminacao da neoplasia. A fragil
estrutura vascular, como também a alta pressdo favorece a liberagdo de células tumorais na
circulagdo (XIE e HUANG, 2003). Aparentemente, tumores localizados préximos a vasos
apresentam maiores chances de dissemina¢do, ndo apenas por conta de sua localizagdo, e sim
porque o metabolismo € mais elevado (SHI e XIE, 2000; XIE et al., 2001).

Virias classes de proteinas estdo envolvidas nos mecanismos que propiciam uma
célula de um tumor maligno deslocar-se para regides vizinhas durante o processo de
metdstase (COUSSINS E WERB, 1996; WERB, 1997, CHAMBERS e MATRISIAN, 1997;
STELER-STEVENSON, 1999). As proteinas afetadas incluem as moléculas responsdveis
pela a adesdo célula-célula (CAMs) — pertencentes a familia das imunoglobulinas e as
integrinas caderinas cdlcio-dependentes — e as integrinas, responsdveis pela ligacdo das
células aos substratos da matriz extracelular. Dessa forma, todas estas interacdes entre os
mecanismos de aderéncia transmitem sinais regulatérios para a célula (HANAHAN e

WEINBERG, 2000; APLIN et al., 1998).



SCHIRATO, G.V. Caracterizagdo histopatoldgica e imunoistoquimica ... 27

a) Tumor In situ b} Invasdo tumoral ao tecido
adjacente

d) Invasdo no sistema circulatério ¢) Disseminacdo por via linfatica

Sobrevivéncia e transporte
P ©-@

K <

I f) Focos celulares g) Colonizagao progressiva

Metistases ocultas Angiogénese

e) Ancoragem

Figura 01: Processo esquematico de metastase tumoral, iniciado por: a) Tumor In situ
aderido a uma membrana intacta; b) A invasio necessita mudancas na interacao célula-
célula e célula-matriz extracelular, destruicio de proteinas da matriz e estroma. Células
tumorais metastaticas podem c) disseminar-se por via linfitica, ou d) diretamente na
circulacdo. e) Sobrevivéncia e ancoragem das células tumorais. f) Colonizacao de células
metastaticas em locais distantes ao tumor satélite através de focos celulares, podendo
ficar dormentes durante longos periodos de tempo, ocultando micrometastases. g)

Metastase em crescimento progressivo e angiogénese. Fonte: STEEG (2003).
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Outras proteases que participam do fendmeno da metdstase sdo as metaloproteinases
de matriz (MMPs). Em carcinomas, as MMPs sdo secretadas por células estromais recrutadas
(macr6fagos, mastécitos e fibroblastos) e células epiteliais neopldsicas. As enzimas em
questao dissolvem as moléculas da matriz extracelular (MEC) que rodeiam e confinam células
individuais dentro de tecidos, criando espacos para que essas células possam se mover
(WEINBERG, 2007). Além dessa atividade, as MMPs podem estar envolvidas no
crescimento de células tumorais através da ativacdo de fatores de crescimento, protedlise de
fatores inibitérios e modulando eventos angiogénicos (ELLERBROEK e STACK, 1999).

Os mecanismos envolvidos no processo de metdstase ndo sdo completamente
entendidos. Para formar um crescimento metastatico, uma célula cancerosa deve destacar-se
do tumor primério, movendo-se para dentro da vasculatura a fim de migrar para outro local,
extravasar dentro do parénquima ao redor e estabelecer crescimento. Durante tal processo, a
célula deve evadir-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro e sobreviver dentro da
circulacdo. Teorias atuais sugerem que apenas certos clones dentro de um tumor desenvolvem
todas as habilidades requeridas para a metédstase, mas que tais clones provavelmente
originam-se e disseminam-se em estdgios iniciais do crescimento do tumor, com frequéncia,
antes da detec¢do do tumor primédrio (MORRIS e DOBSON, 2007).

A disseminacdo dos tumores pode ser realizada através de trés vias: implante direto
nas cavidades ou nas superficies, disseminacdo linfatica e disseminacdo hematogénica
(KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005). O implante das cavidades e superficies corporais pode
ocorrer sempre que uma neoplasia maligna penetrar em um ‘“campo aberto” natural. Na
maioria das vezes, ocorre na cavidade peritoneal, no entanto o evento poderd ocorrer em
qualquer outra cavidade — pleural, pericdrdica, subaracnéide e espaco articular. Tal implante é
especialmente caracteristico de carcinomas que surgem nos ovarios, quando, ndo raro, toda a
camada peritoneal se torna revestida por uma camada vitrea de tumor (KUMAR, ABBAS e
FAUSTO, 2005).

Todavia, a invasdao tumoral ndo € suficiente para produzir metdstases distantes. Para
isto € necessario o transporte das células neopldsicas através dos vasos linfaticos e/ou
sanguineos (GEIGER e PEEPER, 2009). O transporte através dos vasos linfaticos € a via mais
comum para disseminacdo de carcinomas e sarcomas. Os tumores ndo possuem Vvasos
linfaticos funcionais, mas os vasos linféticos localizados nas margens tumorais sao suficientes
para disseminacao das células neoplasicas malignas (PANDERA et al., 2002).

A disseminagdo hematogénica é tipica dos sarcomas, mas também €& vista nos

carcinomas. Em geral, a disseminagdo através de artérias € mais dificil, uma vez que a parede
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desses vasos € mais espessa. Pode haver disseminagdo arterial, no entanto quando as células
tumorais atravessam os leitos capilares pulmonares ou shunts arteriovenosos pulmonares ou
quando as metdstases pulmonares dao, elas mesmas, origem a ainda mais €émbolos tumorais
(KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

Com a invasdo venosa, as células carreadas pelo sangue seguem o fluxo venoso de
drenagem do local do neoplasma. Dessa forma, o figado e os pulmdes estdo, com freqiiéncia,
envolvidos secundariamente na disseminacdo hematogénica, uma vez que toda a drenagem
porta flui para o figado, e todo o sangue da cava flui para os pulmdes. Os tumores que
ocorrem muito proximos a coluna vertebral frequentemente embolizam através do plexo
paravertebral, e esta via estd provavelmente envolvida nas metdstases vertebrais frequentes
nos carcinomas de tiredide e prostata (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

Uma vez alojadas nos vasos sanguineos de varios tecidos, células de cancer devem
escapar do limen desses vasos e penetrar nos tecidos que os rodeiam, tal passo é denominado
extravasacdo. O processo de extravasacdo depende de interacdes complexas entre as células
tumorais e paredes dos vasos aos quais elas se tornam presas. Tais células podem usar varias
estratégias para extravasar. Elas podem comecar proliferando dentro do limen dos vasos,
criando um pequeno tumor que cresce e, por fim, destréi a parede do vaso adjacente. Fazendo
isso, elas empurram células endoteliais, pericitos e células do musculo liso que previamente
separavam o limen do vaso do tecido que o circunda, sendo mais tarde chamado de
parénquima (WONG E HYNES, 2006; WEINBERG, 2007).

A colonizagdo, subsequente proliferacdo e angiogénese, juntos, representam a dltima
etapa da invasdo tumoral por metastase (WEINBERG, 2007). Ap6s a colonizagdo e a primeira
proliferacdo de tumores secunddrios, a neoangiogénese ¢ o fenOmeno predominante. A
neoangiogénese é a formagao de novos vasos sanguineos que irdo irrigar o tumor, provendo-o
de nutrientes e remover os residuos metabolitos. O estdgio do crescimento tumoral anterior a
angiogénese é denominado fase avascular. Um tumor sem vascularizacio é capaz de crescer
de 1-2 mm. Ja a fase vascular do tumor, onde os novos vasos ja estdo presentes e

biologicamente ativos, € marcada pelo crescimento exponencial da neoplasia (EFFERTH,

2006; LEBER e EFFERTH, 2009).

2.2. NEOPLASIAS MAMARIAS EM FELINOS

A ocorréncia de neoplasias € um problema comum na pratica da medicina veterinaria

de pequenos animais. Com a melhoria de préaticas e investigacdes, doengas de caes e gatos sao
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cada vez mais diagnosticadas. Embora os dados sobre a incidéncia de tumores desses animais
ainda sejam escassos, estimativas sugerem que um entre dez individuos ird desenvolver
neoplasias durante seu periodo natural de vida. Os tumores mamadrios sio comuns em
pequenos animais. Ampla variedade de tipos histol6gicos ocorre em cdes, embora de maioria
benigna. Em gatos, a maioria dos tumores € maligna e muito agressiva (MORRIS e
DOBSON, 2007).

A gata possui quatro pares de glandulas mamadrias, sendo dois pares de mamas
tordcicas (T1 e T2), um par abdominal e um par inguinal. A drenagem linfatica dos dois pares
intermedidrios (T2 e abdominal) pode ser direcionada tanto para linfonodos inguinais
superficiais quanto para os axilares, ao passo que no caso do primeiro par cranial (T1) a
drenagem € exclusivamente conduzida para os linfonodos axilares, e no caso do par distal
(inguinal), para os linfonodos inguinais. Além disso, nos trés primeiros pares, a drenagem
pode ser direcionada para os linfonodos esternais craniais. Estudos recentes demonstraram
nao haver conexdes linfaticas entre as cadeias mamdrias direita e esquerda ou entre as
glandulas mamaérias adjacentes (RAHARISON e SAUTET, 2005; RAHARISON e SAUTET,
2007; MAGALHAES et al., 2009).

A glandula mamadria consiste de ductos epiteliais e alvéolos situados entre tecido
conectivo estromal. Ao redor de cada alvéolo estdo as células mioepiteliais (MORRIS e
DOBSON, 2007). Histologicamente, glandulas mamarias ndo-estimuladas (fora do periodo de
lactagdo) em gatas adultas possuem uma pequena quantidade de estroma denso e gordura,
com tecido glandular quase ausente. As glandulas tordcicas demonstram ter um menor
desenvolvimento que as glandulas abdominais. Os tetos sdo ricos em miusculo liso e,
histologicamente, possui arranjo de trés camadas. Estruturalmente, as glandulas mamadrias sdo
formadas por 16bulos (separados por septos de tecido conjuntivo), cujos ductos drenam para
canais excretores mais calibrosos (ductos lactiferos). O epitélio de revestimento dos ductos é
duplo, onde as células podem ser cubicas ou cilindricas baixas. Os alvéolos das glandulas
mamadrias também sdo compostos por epitélio luminal e basal. As células epiteliais luminais
sintetizam e excretam proteinas lacteas e lipideos durante a lactagdo, e as células basais ou
mioepiteliais contraem-se, sob a influéncia da ocitocina, expelindo assim o leite. Além do
tecido epitelial, ainda ha a presenca de fibroblastos e células adiposas que compdem e fazem a
sustentacdo do tecido mamdrio. Essa formacdo € de extrema importincia no estudo dos
tumores mamarios, pois existe uma relacao direta entre seus componentes e o prognostico da
lesdo (JOHNSTON, KUSTRITZ e OSLON, 2001; ZUCCARI et al., 2001; FIGUEIRA, 2003;
PAYAN-CARREIRA e MARTINS-BESSA, 2008).
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Com excecdo dos tumores de pele e do tecido linfo-hematopoiético, os tumores de
mamadrios sdo os mais comuns em felinos domésticos. A grande maioria dos tumores
mamarios nesta espécie € maligna com porcentagem variando de 85 a 90%. Dessa forma, essa
patologia é apontada com uma das principais causas de morte de gatas de meia-idade e idosas
(AMORIM et al., 2006; MAGALHAES et al., 2009).

O carcinoma da glandula mamadria da gata é o mais comum em qualquer outra espécie
animal, com exce¢do do cdo. Este tipo de tumor corresponde a 17% de todos os tumores que
acometem a gata (AMORIM et al., 2006; MAGALHAES et al., 2009). Os carcinomas
mamadrios correm em gatas mais velhas, entre oito e doze anos de idade, com média, dez anos
(Tabela 03). Nao ha predisposicao racial estabelecida, embora alguns autores citem que em
gatos siameses ha o risco duas vezes maior do que todas as outras ragas, além de desenvolver
tumores mais precocemente (MOULTON, 1990; ITO et al., 1996; AMORIM et al., 2006;
MAGALHAES et al., 2009).

Ha relatos que a ovariossalpingo-histerectomina (OSH) precoce de gatas poderia
conferir um efeito protetor contra o desenvolvimento de neoplasias mamarias. A producao de
hormonios femininos (estrogeno e progesterona) estd ligada ao desenvolvimento de tumores
mamadrios de cdes e gatos. Em gatas inteiras, hd um aumento do risco de tumores mamérios de
7 vezes quando comparado aquelas castradas na puberdade (MORRIS e DOBSON, 2007).
Gatas castradas até os seis meses de idade t€ém uma reducdo de até 91% do risco de
desenvolver carcinomas mamarios, no entanto, em animais castrados até um ano de idade esse
risco diminui em 86% (OVERLEY et al., 2005; ZAPPULLI et al., 2005; MAGALHAES et
al., 2009). Estudos relacionados a expressdo de receptores de estrogeno demonstram uma
menor expressdo em tumores mamdrios de felinos, apesar dos estrégenos enddgenos
aumentarem o risco de desenvolvimento de carcinomas mamadrios em gatas (CARDAZZO et
al., 2005).

Progestdgenos sintéticos como o acetato de megestrol oral e o acetato de
medroxiprogesterona injetavel sdo utilizados de maneira ampla como terapia de problemas
dermatoldgicos, reprodutivos e comportamentais de felinos (PLUMB, 2008). Apesar dos
beneficios terapéuticos dessas drogas, varios efeitos colaterais sdo relatados, entre eles:
supressdo adrenocortical, acromegalia, polidipsia, polifagia, Diabetes mellitus e patologias da

glandula mamérias (MOORE e OGIVE, 2001; JACOBS et al., 2009).
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Tabela 03: Comparacao entre os fatores de risco para carcinoma da glandula mamaria
de caes, gatos e mulheres (MULAS e REYMUNDO, 2000).

FATOR CAO GATO MULHER
Fatores

Constitucionais

Idade + + +
Raca/ etnia + + +
Sexo + + +
Fatores de origem familiar +/- ? +
Fatores reprodutivos -/? -/? +
Fatores hormonais

Endégenos

Ovariossalpingo-histerectomina + +

Idade de realizacao da

. . . . + + +
ovariossalpingo-histerectomina
Hormonios exogenos
Estrogenos - - +
Progestagenos + + +
Hormonio do crescimento + + +
Patologia mamaria benigna o o 4
anterior
Fatores ex6genos
Dieta + ? +

(+): correlacionado como fator de risco; (-): ndo correlacionado como fator de risco; (?) a correlagao
como fator de risco é desconhecida; (mais de um simbolo) — ha divergéncias na literatura se o fator de
risco contribui ou ndo ou é desconhecido na incidéncia de carcinomas mamarios. * in vitro.

A administracdo regular e prolongada de progestidgenos em gatas com o objetivo de
evitar o estro aumenta, de maneira significativa o risco de desenvolvimento de tumores
mamadrios. Vdrios trabalhos relatam a forte relacdo entre o uso desses farmacos e o
desenvolvimento de neoplasias malignas (ZAPPULLI et al., 2005; KESKIN et al., 2009).
Embora a maioria dos casos ocorra em fémeas, machos submetidos ao tratamento com
medroxiprogesterona injetavel (para tratamento de patologias comportamentais € urindrias)
também podem desenvolver adenocarcinomas mamadrios. Um estudo apontou que 36% dos
gatos machos submetidos a terapia injetdvel com progestidgenos poderdo desenvolver a
doenga (SKORUPSKI et al., 2005; JACOBS et al., 2009).

Diversos estudos apontam o papel hormdnio do crescimento (GH) como mediador do
desenvolvimento tumoral induzido por progestigenos em cdes e gatos. A progesterona,
enddgena e exdgena, demonstra estimular a produ¢do do GH na glandula mamaria. O GH
produzido possui efeito enddcrino, para/autdcrino, como também exdcrino. Tal efeito estd
envolvido na proliferacio epitelial mamadaria e na tumorigénese (MOL et al.,, 1996;

RIJNBERK e MOL, 1997; VAN GARDEREN et al., 1997; JACOBS et al., 2009). Além dos
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efeitos hormonais descritos, receptores de progesterona estao presentes em tumores mamarios
de felinos. Dessa forma, a administracio do progestigeno sintético pode promover o
desenvolvimento/crescimento da neoplasia mamaria (MAGALHAES et al., 2009).
Aproximadamente 90% das neoplasias mamarias de felinos sdo carcinomas (Figura
02). Tais tumores siao bastante invasivos, podem variar de nddulos bem circunscritos
pequenos a massas ulceradas difusas, inflamadas, infiltradas e aderidos a pele. Pode estender-
se para dentro da regiao inguinal e para baixo dos membros posteriores. A invasao dos vasos
linfaticos e os linfonodos sdo achados de necropsia comuns nessa patologia. Varios estudos
indicam que mais de 80% dos gatos com tumores mamadrios malignos apresentam metastase
para um ou mais 6rgdos, entre eles: linfonodos, pulmdes, pleura, figado, diafragma, glandulas
adrenais e rins (WITHROW e MACEWEN, 1996; MORRIS e DOBSON, 2007).
Segundo Morris € Dobson (2007), os carcinomas podem ser descritos como:
e Soélido: monocamadas de células densas.
e Tubular ou lobular: derivados dos alvéolos.
e Papilar: derivado do epitélio ductal e ocorrendo como ramificagdes papilares ou
cisticas.

® Anaplasticos: muito pleomoérficos e com auséncia de padrao definido.

A maioria dos tumores mamarios de felinos € classificada como carcinomas simples,
sendo que as apresentacdes histopatoldgicas mais frequentes sdo carcinomas tibulo-papilares,
sélidos e cribriformes. Sarcomas, carcinoma de células escamosas e carcinomas mucinosos
sa0 menos comuns. Adenomas, mioepiteliomas e tumores mistos malignos sio raros no gato,
enquanto tumores mistos benignos sao encontrados ocasionalmente. A proporcao de tumores
malignos e benignos é de 9:1. O crescimento € rdpido e a maioria apresenta areas de necrose.
Em um estudo, 84,2% (n=48) dos carcinomas apresentavam comportamento invasivo
(MILLANTA et al., 2002; MAGALHARES et al., 2009).

Aproximadamente 86,4% (n=81) dos carcinomas mamadrios de gatas apresentam
padrao micropapilar. Microscopicamente as lesdes possuem principalmente células atipicas
arranjadas em ninhos, estrutura papilar avascular e aglomerados de células em espagos vazios
do tecido — mimetizando invasdo linfatica extensa. As células tumorais sdo de formato
cubdide ou poligonal, possuem citoplasma abundante eosinofilico ou anfofilico e nicleo

vesicular pleomorfico com nucléolo proeminente (SEIXAS et al., 2007).
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Tumores Malignos Carcinoma Nao Infiltrativo (In situ)

Carcinoma Tubulo-papilar

Carcinoma Sélido

Carcinoma Cribriforme

Carcinoma das Células Escamosas

Carcinoma Mucinoso

Carcinossarcoma

Carcinoma ou Sarcoma em Tumores

Benignos
Tumores Benignos Adenoma Adenoma Simples
Adenoma Complexo
Fibroadenoma

Tumor Misto Benigno

Papiloma Ductal

Tumores Nao

Classificados

Hiperplasias/ Displasias Hiperplasia Ductal

Mamaérias

Hiperplasia Lobular Hiperplasia Epitelial

Adenose
Alteracdo
Fibroadenomatosa

(Hipertrofia Mamadria
Felina, Hipertrofia
Fibroepitelial)

Cistos

Ectasia Ductal

Fibrose Focal (Fibroesclerose)

Figura 02: Classificacdo histolégica de tumores mamarios na espécie felina, definida

pela OMS (MISDORP et al., 1999).
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O carcinoma mamadrio inflamatério é um tumor localizado de comportamento
agressivo e prognostico ruim. Clinicamente, possui sintomas caracteristicos de um processo
inflamatério (hiperemia, edema e aumento da temperatura da pele da glandula mamaria). Tais
condi¢cdes podem, comumente, confundir o diagndstico para uma dermatite ou mastite. O
diagndstico do carcinoma inflamatério pode ser confirmado através do exame
histopatoldgico, onde € evidenciada embolia neopldsica nos vasos linfaticos dermais. O
envolvimento dos vasos linfaticos (embolia) sem a presenca de sinais clinicos de um processo
inflamatério € denominado de carcinoma inflamatério oculto. Histologicamente, € visualizado
infiltrado inflamatério (com grande quantidade de neutrdfilos ou linfécitos, células
plasmdticas e macrofagos), invasdo dermal, edema, embolia neopldsica nos vasos linfaticos
superficiais e hemorragia (PEREZ-ALENZA et al., 2004).

Clinicamente, cerca de 25% dos tumores mamarios felinos sdo ulcerados, sendo essa
caracteristica observada em 35% dos casos em um estudo e esteve associada a um menor
tempo de sobrevida (Figura 03) (AMORIM et al., 2006). Em outro trabalho, 75% das gatas

com tumores ulcerados apresentavam metédstases em linfonodos (MAGALHAES et al., 2009).

Figura 03: Aspecto macroscépico do carcinoma mamario de felinos (GIMENEZ et al.,

2010).

Carcinomas bifasicos epiteliais mioepiteliais (complexos) da glandula mamaria sdo
caracterizados pela presenca de duas populacdes celulares: epiteliais luminais e mioepiteliais.
Tais tumores sdo observados frequentemente em caninos e possuem progndstico melhor que
os carcinomas simples. Carcinomas complexos da glandula mamaéria de felinos s@o raros e o
prognéstico € desconhecido, uma vez que nao hd estudos suficientes que possibilitem a
classificacdo do progndstico baseado nos achados histopatolégicos (MISDORP et al., 1999;

RUTTEMAN et al., 2001). Macroscopicamente, os carcinomas complexos sao massas solidas
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bem delimitadas que medem entre 0,8 a 4 cm de didmetro. Sob o ponto de vista
histopatoldgico, s@o neoplasmas bem delimitados (porém ndo encapsulados) e formam
pequenos ninhos e redes misturados a estruturas ductulares, separados por um fino estroma
fibroso. Possui padrdo de crescimento trabecular, embora dreas tubulares e papilares-cisticas
(em menor proporcido) também sejam observadas. Dois tipos celulares sdo identificados:
central e luminal, cercado por uma continua camada periférica de células neopldsicas
mioepiteliais. As células epiteliais sdo pequenas e de formato cuboidal a oval com ntcleos
hipercromaticos de formato circular e citoplasma escasso. As células mioepiteliais podem
apresentar formato circular, de fuso ou poliedral, com nicleo eucromatico de tamanho
varidvel com formato irregular e citoplasma com membrana indiferenciada (SEIXAS, PIRES
e LOPES, 2008).

O carcinoma mucinoso € caracterizado pela produ¢do abundante de mucina e sao raros
em felinos. Esses tumores podem ser simples ou complexos e possuem material mucino que é
marcado positivamente pelo acido periddico de Schiff (PAS). Através da coloracdo
Hematoxilina-Eosina (HE) € possivel verificar os seguintes achados histolégicos: presenga de
muco basofilico a anfofilico (quando extracelular) e levemente eosinofilico quando a
localizacdo € intracelular. Dois subtipos de carcinomas mucinosos sdo encontrados em
felinos, carcinomas mucinosos puros € ndao-puros (quando coexistem com outro tipo diferente
de carcinoma) (SARLI, BRUNETTI e BENAZZI, 2006).

Na espécie felina, os tumores mamadrios sdo particularmente agressivos. Em geral, as
metastases podem ocorrer em linfonodos regionais (83%), pulmdes (83%), pleura (42%),
figado (24%) e outros 6rgdaos abdominais, ossos, além das mamas adjacentes, sendo que o
envolvimento do sistema linfitico pode ser visto como corddes espessos e firmes na pele. Os
linfonodos regionais podem estar aumentados se tiver ocorrido metastase, e por isso devem
ser examinados cuidadosamente (MAGALHAES et al., 2009). Além disso, a efusdo pleural
também estd presente com relativa frequéncia e, em menor frequéncia, a linfadenopatia
esternal. Sempre que seja removido fluido pleural, deve realizar-se uma anélise citolégica do
mesmo, com o objetivo de pesquisar a presenca de células neopldsicas malignas (PINTO,
2009).

Caso as neoplasias mamadrias se localizem nos dois pares de glandulas mais caudais,
deve pesquisar-se a presenga de linfadenopatia metastédtica sub-lombar através de radiografia
abdominal ou ultrassonografia. Aproximadamente 25% dos felideos apresentam metéstases
abdominais em alguma fase do desenvolvimento do processo neoplasico (MORIS e

DOBSON, 2007; PINTO, 2009).
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As hiperplasias/displasias mamarias sdo um conjunto de lesdes proliferativas e/ou
degenerativas da glandula mamadria, que, apesar de serem alteragdes nido neopldsicas de
comportamento benigno, podem confundir-se com alteracdes malignas (PINTO, 2009).

A hiperplasia fibroepitelial (fibroadenomatose, hipertrofia mamadria felina,
adenofibroma ou fibroadenoma) é uma proliferacdo benigna, ndo neopldsica dos ductos
mamadrios e do tecido conjuntivo periductal de gatas jovens, geralmente com menos de dois
anos de idade. Pode afetar uma ou mais glandulas mamarias, mas normalmente toda a cadeia
mamdria estd envolvida. Esse distirbio é mais comumente descrito em fémeas no inicio da
gestacdo ou naquelas que estdo ciclando, mas tem sido observado, mais raramente, em
machos, inteiros ou castrados, ap6s administracdo prolongada de medicamentos a base de
progestagenos. Embora a causa seja desconhecida, ha evidéncias de que se trate de uma lesao
hormonio-dependente, associada a a¢do de substancias progestacionais naturais ou sintéticas.
Macroscopicamente, as tumoragdes na glandula mamadria sdo cobertas por pele,
ocasionalmente ulceradas, e possuem superficie de corte brancacenta com ndédulos multifocais
mais pélidos de 2mm de diametro. Histologicamente, esses nddulos sdo multifocais e ha
crescimento abundante de tecido conjuntivo fibroso. (SOUZA et al., 2002).

Displasia cistica mamadria (doencga fibrocistica mamadria, ectasia ductal mamaéria ou
mastite) ¢ uma rara mastopatia descrita em gatas adultas ou idosas; essa condi¢do €
caracterizada pelo aparecimento de cistos mamaérios volumosos contendo liquido claro, réseo
ou azulado. Na maior parte dos casos, as lesdes sdo encontradas em todas as mamas, podendo
ocorrer o aparecimento de pequenos cistos em apenas uma ou duas glandulas mamadrias. Entre
os achados citolégicos da lesdo, observa-se grande quantidade de macréfagos carregados de
granulos basofilicos e pleomorficos. Microscopicamente, o tecido cistico possui intensa
ectasia ductal, em algumas dreas com leve proliferacdo papilar formada por epitélio colunar
simples. Macréfagos ricos em pigmento castanho e granular, semelhante a cerdide, estdo
presentes na luz dos ductos dilatados (FIGHERA et al., 2005).

Antes de considerar qualquer protocolo terapéutico definitivo, é importante avaliar o
paciente através do exame fisico. Alem disso, uma completa contagem de células sanguineas
(hemograma completo), perfil bioquimico sérico e urindlise deverdo ser realizados com o
objetivo de avaliar o estado geral do individuo. Exames radiolégicos e ultrassonograficos
poderdo ser utilizados para verificar a presenca de metdstases. O perfil de coagulacdo ¢é
indicado para pacientes com suspeita de carcinoma mamadrio inflamatério, devido a grande

associagao desse tipo de tumor com a coagulacao vascular disseminada (NOVOSAD, 2003).
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O diagnéstico presuntivo do tumor mamdrio deve ser feito no exame de clinico e
palpacdo na maioria dos casos. Cuidado, entretanto dever ser tomado para diferenciar
hipertrofia mamaria e mastite (MORIS e DOBSON, 2007). O diagnéstico definitivo devera
ser realizado através do exame histopatoldgico de amostras obtidas por bidpsia excisional
(NELSON e COUTO, 2001). Apesar disso, alguns autores relatam 100% de concordancia
entre as avaliacdes cito e histopatoldgicas (AMORIM et al., 2006). Dessa forma, a citologia
aspirativa por agulha fina pode ser considerada um importante exame de triagem
(MAGALHAES et al., 2009).

O fator mais importante para promover o controle eficiente de um felino com céancer
mamadrio € o diagndstico precoce. Dessa forma, a palpacdo da glandula mamdria deve ser
instituida na rotina do exame fisico da medicina veterindaria. Um correto diagndstico deve ser
estabelecido rapidamente e o tratamento deve ser iniciado imediatamente quando a alteracdo

da glandula mamaria for notada (AMORIM et al., 2006).

2.3. DIAGNOSTICO, ESTADIAMENTO TUMORAL E
PROGNOSTICO DE NEOPLASIAS MAMARIAS DE FELINOS

Tumores mamadrios de gatas sdo avaliados através de critérios histoldgicos e clinicos.
A correlacdo entre os achados clinicos e histologicos encontrados sdo importantes para
avaliacdo do prognéstico do paciente. Entre os parametros, sao avaliados: tamanho do tumor;
tipo de crescimento e ocorréncia de invasdo tumoral; extensdo da drea de necrose;
envolvimento de linfonodos; nimero de mitoses; variagdo e variacdes morfométricas do
nicleo. Entretanto, um dos maiores desafios € realizar uma predicdo do comportamento da
doenca através desses parametros. Muitas informagdes podem ser adquiridas através de um
grupo de pacientes com um padrio distinto de sobrevivéncia. Além disso, a reprodutibilidade
da avaliacdo e da confiabilidade das varidveis morfoldgicas utilizadas para estabelecer um
prognoéstico (por exemplo, sistema de gradagdo histoldgica) aplicado aos tumores mamadrios
de felinos tem, muitas vezes, sido afetada pela natureza subjetiva desses fatores (PREZIOSI et
al., 2002).

Os fatores progndsticos mais importantes da neoplasia da glandula mamaria, tanto
para as mulheres e os felinos, sdo o tamanho do tumor e metdstase para os linfonodos, os
quais sdo significativamente correlacionados entre si (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).
A correlagdo estatisticamente significativa entre o tamanho do tumor e o periodo de
sobrevivéncia poés-operatorio dos gatos € um achado comum na pritica na medicina

veterindria (ITO et al., 1996). Estudos realizados por Viste e colaboradores (2002) relatam
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que gatas com carcinomas mamarios menores que 3 cm tiveram um periodo de vida pds-
ciriirgico que variou de 3 a 54 meses. Neste caso, em funcdo do grande intervalo do periodo
de vida encontrado entre os pacientes estudados, o tamanho do tumor (menor que 3cm),
avaliado como unico parametro, mostrou-se de valor progndstico limitado em gatos. Porém
neoplasias mamadrias malignas de grandes dimensdes (maiores que 3 cm) apresentaram
relevancia muito maior como progndstico, j4 que os animais ja apresentaram periodo de
sobrevida variando entre 4 a 12 meses, representando dessa forma, de prognéstico ruim.

Os tumores dos animais domésticos sdo classificados através de estadiamento (Tabela
04) baseados no esquema TNM da Organizacio Mundial da Saide (OMS), utilizado para
tumores malignos de seres humanos. De acordo com a classificagdo TMN, T representa a
extensdo do tumor primdrio (tamanho, fixacdo pele ou féascia); N descreve a condicao dos
linfonodos regionais e M designa a presenca ou auséncia de metistases (GIMENEZ et al.,

2010).

Tabela 04: Classificacio clinica TNM de tumores mamarios de felinos (OWEN, 1980).

T Tumor Primario (avaliar miltiplos independentemente)

TO — Nenhuma evidéncia de tumor

T1 — Tumor < 2cm méaximo de didmetro

= Tla- Nao fixo

= TI1b - Fixo a pele

= Tlc - Fixo ao musculo

T2 — Tumor de 2-3 cm maximo de diAmetro

= T2a— Nio fixo

= T2b - Fixo a pele

= T2c - Fixo ao musculo

T3 - Tumor > 3 cm maximo de didmetro

= T3a— Nio fixo

= T3b-Fixo a pele

= T3¢ - Fixo ao musculo

T4 - Tumor de qualquer tamanho (ou carcinoma inflamatério)

N Linfonodos regionais (RLN) — axilar, inguinal; avaliacao clinica ou histolégica

NO — Nenhuma evidéncia de envolvimento

N1 — Envolvimento ispilateral

= Nla- Nio fixo

= NI1b - Fixo

N2 — Envolvimento bilateral

= N2a - Nio fixo

= N2b - Fixo

M Metastases distantes (avaliacio clinica, radiografica ou histolégica)

MO — Nenhuma evidéncia de metastase

M1 — Metastases distantes incluindo linfonodos distantes
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Os tumores podem ser classificados em quatro estddios (Tabela 05): I para tumores
menores que dois centimetros e sem evidéncias de metdstases em linfonodos ou em outros
orgaos; Il para tumores entre dois e trés centimetros, sem metdstases para linfonodos ou em
outros 6rgdos; III tumores maiores que trés centimetros, com ou sem metdstases para
linfonodos mas sem metéstase para outros 6rgaos e IV para tumores de qualquer tamanho (ou
carcinoma inflamatdrio), com ou sem metastases em linfonodos, mas com metastases em

outros 0rgaos (MAGALHAES et al., 2009).

Tabela 05: Estadiamento clinico de tumores mamarios de felinos baseado na
classificacio TNM (GIMENEZ et al., 2010).

Estadiamento Tamanho Tumoral Env_olv1mento de }Dresenga_ de
linfonodos metastases distantes
Estagio I (< 2cm) Tl NO MO
Estagio II (2-3 cm) T2 NO MO
Estagio III (> 3cm) T3 NO-1 MO
Estdgio IV Tumor de qualquer NO-1 Ml
tamanho ou
carcinoma
inflamatorio

T1 = tumor < 2cm de diametro; T2 = tumor 2-3cm de didmetro; T3 = tumor > 3cm didmetro

NO = auséncia de metdstase (histoldgica ou citoldgica) no linfonodos regionais; N1 = presenga de
metéstase (histoldgica ou citoldgica) no linfonodos regionais.

MO = sem evidéncia de metastase distante; M1 = sem evidéncia de metastase distante.

O exame histoldgico de tecido representativo de um tumor € o método mais adequado
para o diagnoéstico do cancer. A bidpsia fornece ao patologista a oportunidade de examinar os
componentes celulares do tumor, sua arquitetura e relacionamento com os tecidos adjacentes
normais. Na maioria das circunstancias, € preferivel realizar o diagndstico tumoral antes do
tratamento, mesmo quando esse serd cirtirgico, pois apenas quando a natureza da doenca €
conhecida, um tratamento adequado poderd ser planejado (MORRIS e DOBSON, 2007).

O sistema de gradacdo histoldgica para tumores mamadrios de felinos foi publicado
baseado na: diferenciacdo celular e o grau de formacdo tubular; polimorfismo nuclear e
frequéncia de figuras de mitose (CASTAGNARO et al., 1998). Tumores mamarios sdo
classificados como bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente

diferenciado (Tabela 06) (GIMENEZ et al., 2010).
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A presenca de figuras de mitose em um tecido tumoral € um fator progndstico de
grande valor. Os animais que apresentaram um longo tempo de sobrevida possuiam poucas
figuras de mitose por campo no tecido tumoral (GIMENEZ et al., 2010).

Apesar de existirem poucos estudos que confirmem o valor progndstico da avaliacao
através de gradacdo histolégica em gatos (SEIXAS et al., 2011), um estudo realizado por
Jeglum, de Guzman e Young (1985), evidenciou relacdo entre o tempo de sobrevida e
classificacdo por gradacao histologica. A taxa de mortalidade 1 ano apds a realiza¢do da
cirurgia foi de 0% em felinos que apresentaram carcinoma bem diferenciado e 100% naqueles
que apresentaram carcinoma pobremente diferenciado. Dessa forma, a presenca de um
carcinoma moderadamente diferenciado ndo representa um mau progndstico em relacdo ao

tempo de sobrevida.

Tabela 06: Gradacao histolégica de tumores mamarios de felinos (GIMENEZ et al.,

2010).
ACHADOS HISTOLOGICOS GRAUSDE _
DIFERENCIACAQO
¢ Graus de formacao tubular
Alto (> 75%) Bem diferenciado
Moderado (10-75%) Moderadamente diferenciado
Pouca ou ausente (< 10%) Pobremente diferenciada
¢ Pleomorfismo nuclear/ celular
Niucleos e células pequenas, regulares e Bem diferenciado
uniformes
Aumento de tamanho moderado e Moderadamente diferenciado
variabilidade do tamanho
Variacao e variabilidade marcantes em Pobremente diferenciada
relacio ao tamanho
¢ Quantidade de figuras de mitose por campo*
0-7 Bem diferenciado
8-14 Moderadamente diferenciado
> 15 Pobremente diferenciada

* O campo € visualizado na objetiva 40X em microscopia dptica (aumento de 400X)

A utiliza¢ao de biomarcadores na medicina veterindria, a cada dia, se torna essencial
para um diagndstico mais preciso e auxilio na realizagdo do progndstico da patologia
oncoldgica. Biomarcadores podem ser conceituados como uma molécula biolégica encontrada
no sangue (ou em outro fluido corporal) ou em tecidos em processos fisioldgicos ou

patolégicos — podendo ser indicativos da presenca de uma determinada doenga
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(MOBASHERI e CASSIDY, 2010). O potencial de aplicacio de biomarcadores na
identificacdo de cancer em pacientes veterindrios inclui: diagndstico, estadiamento,
determinacdo do progndstico e monitoramento da resposta da terapia (HENRY, 2010). A
expressao de alguns genes, receptores ou proteinas podera estar alterada durante um processo
maligno nos tumores mamadrios de gatas. Entdo, estes marcadores bioldgicos poderdo ser
detectados por imunoistoquimica e, com isso, fornecer informacdes sobre o progndstico dos
casos (GIMENEZ et al., 2010).

As técnicas imunoistoquimicas sao uma ferramenta poderosa ao dispor do diagndstico
anatomo-patolégico e da investigacdo. Nao obstante, a imunoistoquimica ¢ um meio de se
obter o diagndstico e frequentemente serve de complemento para o raciocinio diagndstico,
sem substitui-lo. O prognéstico e a indicacdo terapéutica sdo muito condicionados pelos
recursos dessas técnicas. De um modo geral, os antigenos que podem ser expressos pelas
diferentes patologias ja sdo conhecidos e estudados, sendo necessario, muitas vezes, detectar
sua existéncia para confirmar a patologia correspondente (FERRO, 2007).

Tem havido grande interesse pelo uso de marcadores bioldgicos associados ao
carcinoma de mama que apresentem valor progndstico. Muitos desses marcadores,
inicialmente detectados apenas bioquimicamente, podem ser pesquisados em tecidos fixados
em formalina pelo uso da imunoistoquimica (IQ) ou da hibridacdo In situ. Nesta categoria
ampla, estdo inseridas proteinas e enzimas, algumas associadas com oncogenes € com O
potencial de mensurar a atividade proliferativa no tumor (SALES, RODRIGUES e BACCHI,
2004).

O cancer é uma doenca de origem genética e epigenética. Dessa forma, técnicas
laboratoriais para deteccdo de DNA, RNA ou alteracdes de proteinas poderdo ser aplicadas
para auxilio do diagndstico do cancer e auxiliar na predicdo do progndstico da doenga. Uma
técnica utilizada rotineiramente pelos patologistas € a imunoistoquimica, que tem sido muitas
vezes aplicada para detectar alteracoes nos parametros genéticos que poderiam oferecer
correlagdo com a evolugdo da patologia. Marcadores de proliferacdo, como o Ki-67 e PCNA,
tém sido extensivamente utilizados, mas com resultados varidveis. Em geral, o Ki-67 (Clone
MIB 1) indica melhor, quando comparado com o PCNA, a correlacdo com o progndstico do
cancer mamario de cadelas (PENA et al., 1998; SARLI et al., 2002; DE MATOS et al., 2006;
DAGLI, 2008). Oncogenes e genes supressores tumorais tém sido explorados como
marcadores prognésticos. As mutacdes e o acimulo da proteina p53 também podem ser uteis
para predizer maior potencial maligno e progndstico ruim em tumores mamarios de animais

domésticos (LEE et al., 2004). A superexpressdo do oncogene c-erbB-2 estd correlacionada
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com o diagndstico histopatolégico de malignidade, mas nao com a presenca de invasdo local
ou de doenca metastatica regional (AHERN et al., 1996).

Ao contrdrio do que ocorre na doenga em humanos, as marca¢des imunoistoquimicas
ER e PR (receptor de estrogeno e progesterona, respectivamente), ndo sio utilizadas no
prognostico e diagndstico de rotina de carcinomas mamadrios de caninos e felinos. No entanto,
a partir de poucos estudos sobre esses receptores em tumores da glindula mamaéria de
carnivoros domésticos, dois fatos foram evidenciados: tumores mamarios caninos possuem
perfis de marcacao para ER e PR e correspondentes implicagdes progndsticas semelhantes aos
de carcinoma de mama de seres humanos. Os carcinomas da glandula mamdria de gatas sdo
ER-negativos e PR-positivos. Assim, carcinomas da glandula mamadria de cadelas e gatas t€m
caracteristicas hormonio-dependentes comuns aos tumores mamadrios de mulheres (MULAS
et al., 2002).

O crescimento tumoral € um aumento localizado no nimero de células, em resultado
ao aumento da atividade proliferativa e diminui¢do da apoptose e necrose. O Bcl-2 e bax sao
dois membros distintos de uma familia de genes que desempenham papel na regulacdo da
apoptose. Estes dois genes possuem partes homoélogas em uma sequéncia parcial de
nucleotideos, entretanto, seus produtos individuais possuem fungdes distintas: Bcl-2 é um
fator supressor de apoptose, enquanto bax é considerado um promotor de apoptose (BRADY
e GIL-GOMEZ, 1998; FADEEL et al., 1999; MADEWELL et al., 2001). A distribuicdao do
Bcl-2 ocorre em diversos tecidos, realizando o papel na prevencdo da apoptose. Em um
estudo utilizando 200 tumores felinos de vérios tipos histolégicos, a proteina Bcl-2 foi mais
difundida em adenomas de tiredide, carcinomas de mama e linfomas. Na pele, Bcl-2 foi
expresso em todos os tumores basocelulares, mas em nenhum dos carcinomas de células
escamosas (MADEWELL et al., 1999; MADEWELL et al., 2001).

Ciclina A € um gene que regula o ciclo celular e ¢ comumente expressado em tumores
mamadrios malignos de cies e em carcinomas mamarios de felinos. Em um estudo preliminar,
anormalidades génicas em ciclina A foram detectadas em 7/8 dos carcinomas mamdrios. No
entanto, em um estudo mais aprofundado, o envolvimento da ciclina A em tumores mamarios
felinos foi detectado em apenas 48,6% dos carcinomas mamarios felinos, sugerindo que a
ciclina A pode estar associada com a tumorigénese (MURAKAMI et al., 2000; GIMENEZ et
al., 2010).

Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um fator angiogénico liberado por
tumores e estd envolvido no crescimento, invasdo e metastase tumoral (SAHIN, 2000). No

cancer de mama humano foi verificado que os tumores com altos niveis de VEGF sao
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biologicamente mais agressivos. Este fator também foi estudado em tumores mamdrios
felinos, e sua expressdo foi maior em carcinomas pouco diferenciados. Este achado sugere
que o VEGF poderia ser um marcador util para predizer o resultado clinico em gatos com
tumores mamdrios (GASPARINI, 2000; GIMENEZ et al., 2010).

A ciclo-oxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina endoperdxido
sintetase, € uma enzima-chave da via biossintética para a conversao do dcido araquidonico em
prostaglandinas. Duas formas de COX estruturalmente diferentes foram identificadas e
caracterizadas: COX-1 e COX-2. A superexpressao COX-2 tem sido documentada em muitas
doencas neopldsicas malignas em seres humanos. A maioria dos tumores mamadrios de felinos
expressa COX-2 e sua expressao estd associada a um prognoéstico ruim (SAYASITH, SIROIS
e DORE, 2009; GIMENEZ et al., 2010).
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RESUMO

Com excecao dos tumores de pele e do tecido linfo-hematopoiético, os neoplasmas mamarios
sd0 os mais comuns em felinos domésticos. Os carcinomas mamarios de gatas possuem
prognéstico desfavordvel, uma vez que tais tumores sdo bastante agressivos e com grande
capacidade de gerar metéstases. Objetivou-se com esse estudo, caracterizar sob o ponto de
vista histopatolégico, neoplasias mamarias de ocorréncia espontanea em gatas (Felis catus)
oriundas da casuistica do Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
periodo de 2008 a 2010. Trinta e cinco amostras de tecido neopldsico mamario de gatas foram
obtidas por ressec¢do cirdrgica (mastectomia simples ou disseccio em bloco). Os cortes
histolégicos foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e as 1aminas foram analisadas em
microscopia de luz. Observou-se que 14,29% das lesdes foram classificadas como benignas e
85,71% como adenocarcinomas. Entre as lesdes de caracteristica benigna (n=5), foram
classificadas como: 60% fibroadenomas, 20% como adenoma simples e 20% como adenose.
Os adenocarcinomas apresentavam em sua maioria (86,87%) presenca de necrose e tal sinal
esteve presente em grande parte (superior a 30%) do tecido neopldsico em 50% dos casos.
Enquanto, 40% (n=2) das lesdes benignas apresentavam pequenos focos de necrose. Em
relacdo a presenca de infiltrado inflamatério, nenhuma lesdo benigna apresentou este sinal.
No entanto, 100% dos carcinomas apresentavam infiltrado inflamatdrio, classificado de
moderado a intenso em 56,66% amostras. A presenca de figuras de mitose foi evidenciada
tanto em lesdes malignas quando em lesdes benignas, no entanto, visualizada em maior
nimero em adenocarcinomas (5,33 + 2,29 mitoses por campo) e 0,8 + 0,45 em lesdes de

caracteristica benigna (P = 0,006). A maioria dos neoplasmas felinos apresenta caracteristica
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de malignidade, gradacdo histoldgica alta, evidenciando um mau progndstico para os
individuos portadores.
Palavras-chave: Neoplasias mamadrias; Caracterizacdo histopatolégica; carcinoma;

Felis catus.

ABSTRACT

After skin tumors and lymphohematopoietic tissue, mammary neoplasms are most common in
domestic cats. Mammary carcinomas of cats have poor prognosis, since such tumors are very
aggressive and with great ability to generate metastases. The aim of this study was to
characterize the point of view histopathologic, spontaneously occurring mammary tumors in
cats (Felis catus) originated from patients of the Veterinary Hospital of Universidade Federal
de Pernambuco, period 2008 to 2010. Thirty-five samples of breast tumor tissue of cats were
obtained by surgical resection (mastectomy or dissection in the block). Sections were stained
with hematoxylin-eosin (HE) and the slides were examined under light microscopy. It was
observed that 14.29% of the lesions were classified as benign and 85.71% as
adenocarcinomas. Among the characteristic lesions of benign (n = 5) were classified as
fibroadenomas 60%, 20% as a single adenoma and 20% as adenosis. Adenocarcinomas
showed necrosis (86.87%) and this signal was present in most (over 30%) of neoplastic tissue
in 50% of cases. While 40% (n = 2) of the benign lesions showed small foci of necrosis.
Regarding the presence of inflammatory infiltrate, no benign lesion showed this sign.
However, 100% of carcinomas showed inflammatory infiltration, classified as moderate to
severe in 56.66% samples. The presence of mitotic figures was evident not only in malignant
lesions as benign lesions, however, seen in greater numbers in adenocarcinomas (5.33 + 2.29

mitoses) and 0.8 + 0.45 in lesions characteristic benign (P = 0.006). Most feline neoplasms
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characteristic features of malignancy, histological high, indicating a poor prognosis for
affected individuals.

Key words: Breast cancer; histopathologic characterization; carcinoma; Felis catus.

INTRODUCAO

O carcinoma da glandula mamadria da gata € o mais comum em qualquer outra espécie
animal, com exce¢do do cdo. Este tipo de tumor corresponde a 17% de todos os tumores que
acometem a gata (Amorim et al., 2006; Magalhaes et al., 2009). Os carcinomas mamarios
ocorrem em gatas mais velhas, entre oito e doze anos de idade, com média, dez anos. Nao ha
predisposicao racial estabelecida, embora alguns autores citem que em gatos siameses hd o
risco duas vezes maior do que todas as outras racgas, além de desenvolver tumores mais
precocemente (Moulton, 1990; Ito et al., 1996; Amorim et al., 2006; Magalhaes et al., 2009).

O diagnéstico presuntivo do tumor mamadrio deve ser feito no exame de clinico,
palpacdo na maioria dos casos. Entretanto, dever ser tomado o cuidado para diferenciar
hipertrofia mamadria e mastite (Morris e Dobson, 2007). O diagndstico definitivo devera ser
realizado através do exame histopatolégico de amostras obtidas por bidpsia excisional
(Nelson e Couto, 2001).

Os carcinomas mamadrios de gatas possuem diversos padrdes histolégicos, ou uma
mistura deles em um mesmo tumor (Seixas et al., 2007). Tais tumores sdo compostos por
células epiteliais luminais e ocorréncia de carcinomas complexos € rara (Misdorp et al., 1999;
Seixas et al., 2008). Macroscopicamente possuem consisténcia firme e nodular, sendo simples
ou multiplos e as glandulas caudais dos animais sdo as mais acometidas. Pelo menos 25% das
gatas afetadas possuem neoplasias ulcerativas (Magalhaes et al., 2009).

A maioria dos tumores mamarios de felinos € classificada como carcinomas simples,

sendo que as apresentacdes histopatoldgicas mais frequentes sdo carcinomas tibulo-papilares,
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sOlidos e cribriformes. Sarcomas, carcinoma de células escamosas € carcinomas mucinosos
sao menos comuns (Millanta et al., 2002; Magalhaes et al., 2009). Em fun¢do da caracteristica
de alta malignidade, o diagnéstico desta patologia deve ser realizado precocemente e de
maneira precisa para que se inicie a terapia antitumoral o mais rdpido possivel, uma vez que
tais condi¢des influenciam diretamente no tempo de sobrevida do paciente (Giménez et al.,
2010).

Na espécie felina, os tumores mamadrios sdo particularmente agressivos. Em geral, as
metastases podem ocorrer em linfonodos regionais (83%), pulmdes (83%), pleura (42%),
figado (24%) e outros 6rgaos abdominais, ossos, além das mamas adjacentes, sendo que o
envolvimento do sistema linfatico pode ser visto como corddes espessos e firmes na pele. Os
linfonodos regionais podem estar aumentados se tiver ocorrido metdstase, e por isso devem
ser examinados cuidadosamente (Magalhdes et al., 2009). Além disso, a efusdo pleural
também estd presente com relativa frequéncia e, em menor frequéncia, a linfadenopatia
esternal. Sempre que seja removido fluido pleural, deve realizar-se uma anélise citolégica do
mesmo, com o objetivo de pesquisar a presenca de células neoplasicas malignas (Pinto, 2009).

Objetivou-se com esse estudo, caracterizar sob o ponto de vista histopatolégico,
neoplasias mamadrias de ocorréncia espontanea em gatas oriundas da casuistica do Hospital

Veterindrio da Universidade Federal Rural de Pernambuco no periodo de 2008 a 2010.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tecido neopldsico mamadrio de gatas foram obtidas por resseccdo
ciriirgica (mastectomia simples ou disseccdo em bloco) de animais oriundos da casuistica do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no

periodo de 2008 a 2010. Os 35 tumores coletados foram fixados em formalina 10% preparada
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em tampao PBS 7,2 e posteriormente, as amostras foram submetidas ao processamento
histolégico de rotina e incluidas em parafina.

Ap6s microtomia, os cortes (4um) foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE),
para estudo histopatolégico. As laminas coradas com HE foram analisadas em microscopia de
luz. A classifica¢do tumoral foi realizada de acordo com a OMS (Misdorp et al., 1999), onde
foram considerados os aspectos histopatoldgicos mais pronunciados.

Para determina¢do do Grau Histolégico e Grau Citoldgico dos carcinomas mamarios
foi considerado o seguinte escore: HI = Carcinoma bem diferenciado; HII = Carcinoma
moderadamente diferenciado; HIII = Carcinoma pouco diferenciado ou indiferenciado. Ao
graduar os carcinomas em trés grupos, sdo separados os tumores de possivel comportamento
bioldgico mais favoravel (HI) e os de provéavel prognéstico desfavoravel (HIII) daqueles do
grupo intermedidrio (HII), cujo comportamento € dificil de ser previsto (Rosen e Oberman,
1993).

O grau citoldgico foi classificado em: C1 = carcinomas anaplédsicos, com intensa atipia
nuclear e numerosas mitoses; C2 = moderada atipia nuclear; C3 = leve atipia nuclear, raras
mitoses (Rosen e Oberman, 1993).

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrio (M * dp),
submetidos ao teste Tukey, através do software PRISM 3.0, aceitando como estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clinicamente, as lesdes mamadrias das gatas, apresentavam-se como massas sélidas
Unicas ou multiplas, com tamanho 2,16 + 0,64 cm (lesdes benignas) e 1,98 + 0,73
(carcinomas) e, em sua maioria, ndo ulceradas. Em relacdo a idade, as portadoras de lesoes

mamadrias benignas possuiam 2,5 + 1,91 anos e acometidas por carcinoma: 9,94 + 2,26 anos
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(P = 0,002). Nenhum animal incluido no estudo foi submetido a terapia anti-neopldsica
prévia.

Entre as 35 lesdes mamarias de felinos estudadas, 14,29% destas foram classificadas
quanto ao critério biolégico como benignas e 85,71% como malignas. Entre os tipos tumorais
encontrados (Tab. 1), predominantemente, as lesdes neopldsicas eram carcinomas s6lidos em
51,43% dos casos, seguidos pelos carcinomas tibulo-papilares (14,29%) (Fig. 1). Entre as
lesdes de caracteristica benigna (n=5), foram classificadas como: 60% fibroadenomas, 20%
como adenoma simples e 20% como adenose.

As lesdes malignas eram multifocais, padrdo de crescimento predominantemente
invasivo, com presenca marcante de anisocitose, necrose de moderada a intensa, figuras de
mitose e infiltrado inflamatério. Entre tais parametros histopatolégicos encontrados (Tab. 2),
os adenocarcinomas apresentavam em sua maioria (86,87%) presenga de necrose e tal sinal
esteve presente em grande parte (superior a 30%) do tecido neopldsico em 50% dos casos.
Enquanto, 40% (n=2) das lesdes benignas apresentavam poucos focos de necrose.

Em relacdo a presenca de infiltrado inflamatério, nenhuma lesdo benigna apresentou
este sinal. No entanto, 100% dos carcinomas apresentavam infiltrado inflamatorio,
classificado de moderado a intenso em 56,66% amostras. As lesdes mamadrias malignas
apresentavam invasao glandular em 46,67% dos casos.

A presenga de figuras de mitose (Fig. 2 e 3) foi evidenciada tanto em lesdes malignas
quando em lesdes benignas, no entanto, visualizada em maior nimero em adenocarcinomas
(5,33 + 2,29 mitoses por campo) e 0,8 + 0,45 em lesdes de caracteristica benigna (P = 0,006).

O grau histolégico e citoldgico dos adenocarcinomas também foi avaliado (Fig. 4 e 5).
Em relacdo ao grau histoldgico, 3,33% (1/30) foram classificadas como HI, 46,67% (14/30)
como HII e 50% (15/30) como HIII. Ao graduar os carcinomas em trés grupos, sao separados

os tumores de possivel comportamento biolégico mais favordvel (HI) e os de provavel
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prognéstico desfavoravel (HIII) daqueles do grupo intermedidrio (HII), cujo comportamento €
dificil de ser previsto.

Em relacdo ao grau citologico, 23,33% (7/30) das neoplasias malignas apresentavam
grau Cl (apresentando-se como carcinomas anapldsicos, com intensa atipia nuclear e
numerosas mitoses) e 76,67% (23/30) foram classificadas como C2, sendo caracterizadas por
moderada atipia nuclear. O sistema de gradacdo do grau citolégico € o oposto do grau
histolégico, ou seja: C1 representa pior progndstico e C3 melhor prognéstico quando
comparado as demais classificagdes.

Os tumores mamadrios de gatas (Felis catus) representam a terceira principal neoplasia
nessa espécie, depois das neoplasias de pele e as de origem linfo-hematopoiética (Giménez et
al., 2010). Dentre estes, os carcinomas sao as neoplasias mais comuns, representando 80-90%
dos casos. Tais tumores sdo malignos e bastante agressivos, com alta capacidade de metdstase
e apresentam progndstico ruim — sendo uma importante causa de mortalidade, principalmente
em animais de meia-idade e idosos (Amorim et al., 2006; Seixas et al., 2007).

Neoplasias epiteliais malignas originam-se de células epiteliais dos ductos mamarios
maiores, ductos interlobulares, dictulos intralobulares, e epitélio secretério dos &cinos
(alvéolos). Em geral, ocorrem trés padrdes de proliferacio (acinar, tubular e papilar), mas em
muitos casos pode-se observar mais de um padrdo em diferentes regides da neoplasia. Cada
tipo também pode estar acompanhado por uma proliferacio concomitante de células
mioepiteliais circundadas por uma matriz condromucinosa (Jones et al., 2000). Em cadelas, os
carcinomas mamadrios apresentam células neopldsicas apresentando pleomorfismo,
anisocariose € uma elevada taxa de indice mitético (> 4 mitoses por ampliacdo de 400X), com

areas multifocais de necrose (Klopjleisch et al., 2010).
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Em tumores mamadrios de felinos, o tipo tumoral de maior prevaléncia € carcinoma
simples, sendo que as apresentagdes histopatoldgicas encontradas sdo carcinomas tubulo-
papilares, solidos e cribriformes (Millanta et al., 2002; Magalhaes et al., 2009).

Ap6s a avaliacao histopatologica das lesdes mamarias neopldsicas de gatas do presente
estudo, constatou-se que a maioria das neoplasias eram carcinomas simples de padrdo
histopatoldgico sélido. Também foram encontrados tumores com padrdes histopatolégicos
diferentes na mesma neoplasia: carcinoma sélido com dareas tibulo-papilares, carcinoma
tibulo-papilar com édreas s6lidas e carcinoma em tumor benigno (adenoma complexo).

A gradacdo histolégica é um bom parametro para estratificar os tumores de acordo
com sua agressividade bioldgica (Karayannopoulou et al., 2005). Em humanos, a combinac¢ao
do tipo e grau histolégicos fornece uma avaliacdo mais acurada do progndstico do cancer de
mama, quando comparada com a avaliac@o histopatoldgica com tnico meio de diagndstico. O
grau histolégico também pode fornecer informagdes utteis para prever a resposta a
quimioterapia e, portanto, ser um fator preditivo (Ellis et al., 2003).

Seixas e colaboradores (2011) verificaram que HIII foi o grau histolégico mais
prevalente em neoplasias mamadrias de felinos. Tal grau, segundo os autores, € associado a um
pior progndstico, resultando menor tempo sobrevida dos animais apds a remogao cirtrgica
dos tumores. Tais resultados corroboram com os encontrados no presente estudo, uma vez que
50% das neoplasias mamadrias das gatas foram classificadas no grau HIIL.

O grau de diferenciacao nuclear, também denominado de “grau citoldgico ou nuclear”,
€ uma andlise que leva em conta a morfologia nuclear da célula neoplésica, representando um
importante parametro progndstico para carcinomas mamadrios em humanos e animais (De
Vico e Maiolino, 1997; Simeonov e Simeonova, 2009). Castagnaro e colaboradores (1998) ao
caracterizarem neoplasias mamadrias de gatas sob o ponto de vista citoldgico, constataram que

tais lesdes apresentavam células com nucleos hipercromdticos e presenca de figuras de
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mitose. Amorim e co-autores (2006), além de tais caracteristicas, verificaram que no tecido
neoplésico foram encontradas células e niicleos com variagdo marcante de tamanho, presenca

de nucléolo e pleomorfismo celular.

CONCLUSAO

A maioria dos neoplasmas felinos apresenta caracteristica de malignidade (carcinomas
sOlidos ou tdbulo-papilares) e o tipo tumoral benigno mais frequente € o fibroadenoma.
Histologicamente os tumores malignos s3o multifocais, padrdao de crescimento
predominantemente invasivo, com presen¢a de necrose, figuras de mitose, infiltrado
inflamatério e gradacdo histologica (HII e HII) e citologica (C1 e C2) alta. Tais
caracteristicas propiciam um mau prognéstico para os individuos portadores e
consequentemente, resultar em um menor tempo de vida pds-cirirgico aos animais

acometidos.
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Tab.1: Distribuicdo das lesdes mamadrias espontaneas de gatas (Felis catus) oriundas da

casuistica do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV,

UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.

Classificacao

Percentual (%)

Lesoes Benignas

Adenoma simples 2,86% (1/35)
Adenose 2,86% (1/35)
Fibroadenoma 8,57% (3/35)
Tumores Malignos
Carcinoma cribriforme 2,86% (1/35)
Carcinoma em tumor benigno 2,86% (1/35)
(adenoma complexo)
Carcinoma mucinoso 2,86% (1/35)
Carcinoma sélido 51,43% (18/35)
Carcinoma sélido com areas 8,57% (3/35)

tibulo-papilares

Carcinoma tubulo-papilar

14,29% (5/35)

Carcinoma tabulo-papilar com

areas solidas

2,86% (1/35)
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Tab. 2: Distribui¢do dos parametros histopatolégicos das lesdes mamadrias espontaneas de
gatas (Felis catus) oriundas da casuistica do Hospital Veterindrio da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.

Les6es benignas Carcinomas
No. de casos 5 30
Necrose, n (%)
Ausente 3 (60) 4 (13,13)
+ 2 (40) 6 (20)
++ 0(0) 5(16,67)
+++ 0 (0) 5 (16,67)
++++ 0 (0 10 (33,33)
Infiltrado inflamatério, n (%)
Ausente 0 (0) 0(0)
+ 0(0) 13 (43,33)
++ 0(0) 10 (33,33)
+++ 0(0) 7 (23,33)
Invasdo glandular, n (%)
Presente NA 14 (46,67)
Ausente NA 16 (53,33)

Necrose — (+): < 10%; (++): 10- 30%; (+++): 30-50%; (++++): > 50%.
Infiltrado Inflamatoério — (+): Leve; (++): Moderado; (+++): intenso.
NA — Nao aplicavel
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Fig. 01: Apresentacdo histopatoldgica dos tipos tumorais dos neoplasmas mamdrios
espontaneas de gatas (Felis catus) oriundas da casuistica do Hospital Veterindrio da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.
Hematoxilina-Eosina (HE). A (100X) Carcinoma sélido apresentando extensa drea de necrose
e atipia celular; B (100X) Carcinoma tdbulo-papilar; C (100X) Carcinoma mucinoso; D
(100X) Fibroadenoma mamdrio. * - dreas de necrose; — - apresentaciio papilar; m — depésito

de muco (glicosaminoglicanos); f — tecido fibroso.
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Fig. 2: Ndmero médio de figuras de mitose encontradas em lesdes mamadrias benignas e
carcinomas mamarios de gatas (Felis catus) oriundas da casuistica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.
*P = 0,006.
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Fig. 3: Presenca de figuras de mitose em carcinomas mamadrios de gatas (Felis catus) em
diversas fases do ciclo celular. Hematoxilina de Harris. A (400X) Metafase; B (400X)
Préfase; C (400X) Interfase; D (400X) Telofase. — - figura de mitose.
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Fig. 4: Distribuicdo do grau histologico dos carcinomas mamdrios de gatas (Felis catus)
oriundas da casuistica do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.
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Fig. 5: Distribuicdo do grau citologico dos carcinomas mamdrios de gatas (Felis catus)
oriundas da casuistica do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.



SCHIRATO, G.V. Caracterizacdo histopatologica e imunoistoquimica ... 78
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RESUMO
Os tumores mamarios em felinos sdo mais comuns em f&€meas idosas (média 11 anos) e ndo

castradas. Histologicamente, a maioria dos tumores mamadrios felinos sdo adenocarcinomas,
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com padrao papilar ou tubular e sélido. Objetivou-se com esse estudo, caracterizar sob o
ponto de vista histoquimico e antigénico, neoplasias mamadrias de ocorréncia espontanea em
gatas. Trinta e cinco amostras de tecido neoplasico foram coletadas cirurgicamente e os cortes
histolégicos foram corados pelo Tricromico de Masson e Acido Periédico de Schiff (PAS),
para avaliar os depdsitos de coldgeno e glicosaminoglicanos associados aos tumores,
respectivamente. Para realizacdo dos ensaios imunoistoquimicos foram utilizados os
anticorpos anti-Ki-67, anti-PCNA e anti-Bcl-2. A maioria das lesdes mamarias de gatas foram
carcinomas e tais tumores apresentaram padrao de coloracdo moderada a forte quando coradas
com PAS e fraca a moderada com Tricromico de Masson. A marcacdo do Ki-67 apresentou
distribuicao de padrdo citoplasmatico e nuclear em células malignas bem diferenciadas no
tecido neopldsico. A proteina Bcl-2 apresentou distribui¢do de padrao membranar restrito ao
tecido transformado e o tecido marcado com o anticorpo anti-PCNA demonstrou distribui¢do
de padrao citoplasmatico e nuclear em células glandulares, ocasionalmente em células
estromais de aspecto epitelidide. Em relacio a marcacdo da PCNA, 100% dos
adenocarcinomas apresentaram positividade e 60% das lesdes benignas foram positivas. Entre
as ultimas, o adenoma simples apresentou marcagdo ao anticorpo anti-PCNA, como também
66,67% dos fibroadenomas. Em resumo, a grande quantidade de figuras de mitose e a maior
reatividade a marcagdo com o anticorpo anti-PCNA sugere neoplasmas com intensa atividade
proliferativa evidenciando um mau progndstico para os individuos portadores.

Palavras-chave: Neoplasia mamdria, Felis catus, Imunoisquimica, PAS, Colageno.

ABSTRACT
The mammary tumors in cats are more common in elderly females (mean 11 years) and intact.
Histologically, the majority of feline mammary tumors are adenocarcinomas, with papillary

or tubular pattern and solid. The aim of this study was to characterize the point of view
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histochemical and antigenic spontaneously occurring mammary tumors in cats. Thirty-five
samples of tumor tissue were collected surgically and histological sections were stained with
Masson Trichrome and Periodic Acid Schiff (PAS) to evaluate the deposition of collagen and
glicosaminoglicanos  associated  with  tumors, respectively. To perform the
immunohistochemistry assays were used anti-Ki-67, anti-PCNA and anti-Bcl-2. Most breast
lesions in cats were carcinomas and these tumors showed staining pattern when moderate to
strong staining with PAS and weak to moderate with Masson. The marking of Ki-67 showed
the distribution pattern of cytoplasmic and nuclear in malignant cells in well-differentiated
tumor tissue. The protein Bcl-2 showed membrane distribution pattern restricted to the
processed tissue and the tissue marked with anti-PCNA distribution pattern showed
cytoplasmic and nuclear glandular cells, occasionally in stromal cells of epithelioid
appearance. Regarding the marking of PCNA, 100% of adenocarcinomas were positive and
60% of the benign lesions were positive. Among the latter, the simple adenoma showed
labeling to anti-PCNA, as well as 66.67% of fibroadenomas. In summary, the large number of
mitotic figures and increased reactivity to staining with anti-PCNA antibody suggests
neoplasms with intense proliferative activity indicating a poor prognosis for affected
individuals.

Key words: Mammary neoplasia, Felis catus, Immunohistochemistry, PAS, Collagen.

INTRODUCAO

A ocorréncia de neoplasias € um problema comum na pratica da medicina veterindria
de pequenos animais. Com a melhoria de préticas e investigacdes, doengas de cdes e gatos sao
cada vez mais diagnosticadas. Embora os dados sobre a incidéncia de tumores desses animais
ainda sejam escassos, estimativas sugerem que um entre dez individuos ird desenvolver

neoplasias durante seu periodo natural de vida. Os tumores mamdrios s@o comuns em
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pequenos animais. Ampla variedade de tipos histol6gicos ocorre em cdes, embora de maioria
benigna. Em gatos, a maioria dos tumores € maligna e muito agressiva (Morris e Dobson,
2007).

Com excecdo dos tumores de pele e do tecido linfo-hematopoiético, os tumores de
mamarios sdo os mais comuns em felinos domésticos. A grande maioria dos tumores
mamarios nesta espécie € maligna com porcentagem variando de 85 a 90%. Dessa forma, essa
doenca é apontada como uma das principais causas de morte de gatas de meia-idade e idosas
(Magalhaes et al., 2009).

Existem atualmente diversas técnicas diagndsticas que auxiliam no tratamento das
neoplasias, dentre elas pode-se destacar a imunoistoquimica (IQ) de bidpsias teciduais,
método este de grande auxilio na discriminac¢do de tumores assemelhados e, muitas vezes, de
dificil interpretacao pelos métodos histologicos de rotina (Novellino et al., 2003).

A imunoistoquimica teve grande desenvolvimento a partir da década de 1970, quando
foi possivel demonstrar antigenos teciduais pela técnica de imunoperoxidase em tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina. Atualmente, a 1Q estd incorporada a patologia
cirrgica como método diagndstico complementar. O desenvolvimento de anticorpos
monoclonais gera enorme fonte de reagentes altamente especificos para a demonstracdo de
varios antigenos teciduais e celulares, e o advento da recuperacdo antigénica foi um fato
marcante na evolu¢do da técnica (Werner et al., 2005).

O estudo imunoistoquimico tem sido utilizado em diferentes situagdes da patologia
mamaria, sendo as mais importantes: avaliacdo de fatores preditivos e progndsticos do cancer
de mama, pesquisa de células epiteliais metastiticas em linfonodo sentinela, diagndstico
diferencial de lesdes mamarias e determinagdo de possivel origem de neoplasias metastaticas

(Salles et al., 2009).
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O indice de proliferacdo, determinado por marcadores do ciclo celular, tais como a
proteina Ki-67 e o antigeno de proliferacao nuclear (PCNA), tem valor progndstico para
carcinomas mamarios de felinos (Pefia et al., 1998). O PCNA, também conhecido como
ciclina ou DNA-polimerase, ¢ uma proteina muito expressada em células em proliferacdo e
atinge uma concentra¢do maxima nas fases G1/S do ciclo celular e depois diminui nas fases
G2/M. Em seres humanos e animais, a marcacdo IQ com o anticorpo anti-PCNA ¢ uma
potencial ferramenta para o estudo da atividade proliferativa de tecidos, e pode ser realizada
em espécimes fixados em formalina (Preziozi et al., 1995; Ihan et al., 2008).

O marcador de proliferacao Ki-67 € expresso em todas as fases do ciclo celular
(Ladstein et al., 2010). A coloracdo pela marcagdo com anticorpo anti-Ki-67 ou especifico é
moderada a forte, de padrdo nuclear e demonstra-se difusa, granular e/ou nucleolar. As figuras
de mitose estdo sempre bem coradas (Castagnaro et al., 1998).

O crescimento tumoral ¢ um aumento localizado no numero de células, em resultado
ao aumento da atividade proliferativa e diminui¢do da apoptose e da necrose. O Bcl-2 e o bax
sdo dois membros distintos de uma familia de genes que desempenham papel na regulacdo da
apoptose. Estes dois genes possuem partes homodlogas em uma sequéncia parcial de
nucleotideos. Entretanto, seus produtos individuais parecem ter funcdes distintas: Bcl-2 é um
fator supressor da apoptose, enquanto bax é considerado um promotor de apoptose (Madewell
et al.,, 2001). A distribuicdo do Bcl-2 ocorre em diversos tecidos, realizando o papel na
prevengdo da morte celular programada. Em um estudo utilizando 200 tumores felinos de
vdrios tipos histologicos, a proteina Bcl-2 foi mais difundida em adenomas de tiredide,
carcinomas de mama e em linfomas. Na pele, Bcl-2 foi expresso em todos os tumores
basocelulares, mas em nenhum carcinoma de células escamosas (Madewell et al., 1999;

Madewell et al., 2001).
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Objetivou-se com esse estudo, caracterizar o perfil de neoplasias mamadrias de
ocorréncia espontanea em gatas sob o ponto de vista histoquimico, para a avaliacdo dos
depédsitos de coldgeno e glicosaminoglicanos e antigénico, utilizando técnicas

imunoistoquimicas com os anticorpos anti-Ki-67, anti-Bcl-2 e anti-PCNA.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tecido neopldsico mamario de gatas foram obtidas por resseccdo
cirirgica (mastectomia simples ou disseccdo em bloco) de animais oriundos da casuistica do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no
periodo de 2008 a 2010. Os 35 tumores coletados foram fixados em formalina 10% preparada
em tampao PBS 7,2 e posteriormente, as amostras foram submetidas ao processamento
histolégico de rotina e incluidas em parafina. Apds microtomia, os cortes (4um) foram
corados pelo Tricromico de Masson e Acido Periédico de Schiff (PAS) (Michalany, 1990),
para estudo histoquimico.

Para realizacdo da técnica imunoistoquimica, os blocos parafinados relativos aos casos
em estudo, foram obtidos cortes histolégicos com espessura média de Sum. Posteriormente,
foram estendidos em laminas previamente lavadas em solu¢do sulfocromica, emulsionadas
com adesivo a base de poli-L-lisina (Poly-L-Lysine, da marca Sigma, USA, P8920) a 10% e
colocadas em estufa a 60°C durante 12 horas para melhor aderéncia desses as 1aminas.

Depois de identificadas por cada marcacdo, as laminas com os cortes histolégicos
voltaram a estufa a 60°C por 20 minutos e, em seguida, foram colocadas em trés banhos de
xilol (2 minutos cada) e em 3 banhos de dlcool em concentracdes decrescentes de 95%, 70%
50% (2 minutos cada), conforme procedimento histotécnico usual, em temperatura ambiente.

Os cortes histolégicos para marcacdo com o anticorpo anti-Ki-67 (MIB-1) (diluicao

1:50, marca DAKO, M 7240), anticorpo anti-PCNA (dilui¢dao 1:250, marca DAKO, M0879) e
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anticorpo anti-Bcl-2 (diluicdo 1:250, marca DAKO, M 0887) foram mergulhados em tampao
citrato de sédio com pH 6,0 em banho-maria a 95°C por 40 minutos. Foram retirados do
banho-maria e ficaram em descanso por 20 minutos na bancada. Apds estas etapas, foram
lavados em dgua destilada.

Em seguida, a atividade da peroxidase endgena foi bloqueada através da imersao em
peréxido de hidrogénio a 3% em metanol a 70% durante 20 minutos. Apds esta etapa, foram
lavados em dgua destilada e colocados em tampao PBS pH 7,4 com TWIN 20 (marca Sigma,
P7949), em 3 banhos de 1 minutos cada.

Em seguida, os cortes histoldgicos foram circulados com uma caneta com tinta
hidrofébica (marca Dako, S2002) para evitar que a solu¢do com o anticorpo diluido
escorresse e aplicados os anticorpos previamente diluidos em uma solu¢do de PBS-
TWIN20+BSA a 0,1%, para bloquear as proteinas inespecificas. Apds 40 minutos de reagcao
em temperatura ambiente, foi aplicado o kit da Dako Advance (c6d. K4068), sendo ao fim de
cada etapa lavados em tampao PBS-TWIN20.

Foi adicionado o cromégeno DAB (Dako-K3466) por 30 segundos a 1 minuto em
média. Em seguida, os cortes histoldgicos foram lavados em dgua destilada e contracorados
em hematoxilina de Harris, azuladas em d&4gua corrente, desidratadas em dlcool com
concentracdes crescentes 50%, 70%, 90% e P.A., e depois quatro banhos de xilol e finalmente
montadas com goma de Damar (marca Proquimios) para fixacdo das laminulas.

Os cortes histolégicos corados com Tricromico de Masson, PAS e com a marcacao
imunoistoquimica foram analisados em microscopia de luz. A classificagdo tumoral foi
realizada de acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (Misdorp et al., 1999),
onde foram considerados os aspectos histopatolégicos mais pronunciados.

Para realizac@o dos estudos morfométricos, as imagens dos cortes histolégicos foram

captadas por uma camara de video digital (Sony™-EUA) conectada a um microscopio e
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foram digitalizados com o programa de andlise de imagem MOTIC ™ (China). Os padrdes de
colorag@o do coldgeno foram utilizados para calcular a drea média de deposi¢ao de coldgeno
intersticial (area total de 12,234 umz) e a média do nimero de células PAS+ (marcagao fraca
= 15-20%, marca¢do moderada = 25-55%; marcacao intensa = 60 - 95%). As andlises Opticas
semi-quantitativas foram realizadas levando em consideragdo a intensidade do padrao de
coloragdo, indicada como: fraca (+), moderada (++) ou intensa (+++) — de acordo com Ozer et
al. (2000).

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padraio (M % dp),
submetidos ao teste Tukey, através do software PRISM 3.0, aceitando como estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 35 lesdes mamadrias, verificou-se que 85,71% destas eram carcinomas e
14,29% tratava-se de lesdes benignas (Tab. 1). As lesdes mais frequentes, dentro das amostras
estudadas, eram carcinomas sélidos (51,43%) e o carcinoma tibulo-papilar (14,29%). Entre
as lesdes benignas, o fibroadenoma foi encontrado em maior frequéncia (8,57% do total das
lesdes mamarias).

Figuras de mitose também foram visualizadas em maior quantidade nos carcinomas
quando comparadas as lesdes benignas (P=0,006). Os tipos tumorais que apresentam maior
nimero de mitoses por campo (400X) foram: carcinoma sélido (5,5 £+ 2,21), carcinoma s6lido
com dreas tibulo-papilares (5,5 £ 2,12) e o carcinoma tdbulo papilar (5,2 + 1,94).

As andlises histoquimicas, utilizando a coloracdo pelo Acido Periédico de Schiff
(PAS) (Tab. 2), revelaram que o carcinoma mucinoso apresentou grande quantidade de
mucopolissacarideos no tecido tumoral, classificando-se como de padrio de coloragdao

intenso. Os carcinomas ductais e os fibroadenomas apresentaram padrao de coloragdo
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moderado com PAS. As lesdes benignas classificadas como adenoma/adenose apresentaram
reacdo fraca a coloragdo, enquanto os carcinomas papilares e o tecido normal da glandula
mamadria da gata, ndo apresentaram positividade (Fig. 1).

Em relacdo a presenca de coldgeno intersticial, revelada pela coloragdo com
Tricrdmico de Masson, foi possivel observar que os fibroadenomas apresentaram, entre todos
os tumores mamarios estudados, maior quantidade de coldgeno no tecido neopldsico (Fig. 2).
O carcinoma mucinoso apresentou padrdo de coloracdo de intensidade moderada. Os
carcinomas ductais e o tecido mamadrio normal apresentaram baixa quantidade de coldgeno e
foram classificados como de padrdo de marcacdo fraco. Por outro lado, os carcinomas
papilares e a adenose/adenoma ndo apresentaram marcagdo significativa da proteina em
questao.

As lesdes mamadrias também foram submetidas a reacdes imunoistoquimicas com a
marcacdo dos anticorpos anti-PCNA, anti-Ki-67 e anti-Bcl-2 (Tab. 3). A marcacdo para
revelar o Ki-67 apresentou padrdo citoplasmdtico e nuclear em células malignas bem
diferenciadas no tecido neoplédsico. Por outro lado, o antigeno Bcl-2 apresentou padrdo
membranar restrito ao tecido transformado, enquanto o tecido marcado com o anticorpo anti-
PCNA, demonstrou padrido citoplasmético e nuclear em células glandulares e ocasionalmente
em células estromais de aspecto epitelidide.

Em relagio a marcacdo com anticorpo anti-PCNA (Fig. 3), 100% dos
adenocarcinomas e 60% das lesdes benignas apresentaram marcacao positiva. Nas dltimas, o
adenoma simples apresentou marcacdo pelo anticorpo, assim como 66,67% dos
fibroadenomas.

Apenas 20% dos tumores benignos foram marcados pelo anticorpo anti-Ki-67,
enquanto 53,33% dos carcinomas apresentaram positividade. Entre as lesdes benignas,

33,33% (1/3) dos fibroadenomas apresentaram-se positivos. Os tipos tumorais malignos que



SCHIRATO, G.V. Caracterizacdo histopatologica e imunoistoquimica ... 87

apresentaram imunoreatividade ao anticorpo anti-Ki-67 foram: carcinoma mucinoso (100%),
carcinoma solido (61,11%), carcinoma sdlido com d&reas tdibulo-papilares (33,33%) e
carcinoma tibulo-papilar (33,33%).

Nenhuma lesdo benigna apresentou-se positiva para a marcacao com o anticorpo anti-
Bcl-2. Enquanto que entre os carcinomas positivos, observou-se a seguinte distribuicao:
carcinoma s6lido (38,87%), carcinoma s6lido com areas tibulo-papilares (60%) e carcinoma
tibulo-papilar (20%).

O diagnéstico de tumores mamadrios na espécie felina € comum. H4 relatos que 80% a
96% das neoplasias da mama de gatas sdo carcinomas. Tais carcinomas sdao bastante
infiltrativos e com grande capacidade de provocar metéstases (Seixas et al., 2011).

Na medicina humana, carcinoma mucinoso foi definido como um tumor, contendo
grandes quantidades de muco extracelular, suficientes para serem facilmente visiveis e
reconheciveis microscopicamente (WHO, 1981).

Corroborando com os resultados do presente trabalho, Sarli e co-autores (2006),
verificaram que o carcinoma mucinoso € caracterizado pela producdo abundante de mucina e
sdo raros em felinos. Esses tumores podem ser simples ou complexos e possuem material
mucinoso que é marcado positivamente pelo Acido Periédico de Schiff (PAS).

O colageno tipo I € um componente predominante da matriz extracelular estromal. Sua
expressdo ocorre na formagdo ductal mamaria, indicando que tal proteina desempenha papel
importante no desenvolvimento do tecido (Provenzano et al., 2006). Félix e co-autores (1999)
relataram que a laminina e o coldgeno IV estdo envolvidos no processo de transformacao de
adenomas pleomorficos em neoplasias malignas — sugerindo que a presenca de grande
quantidade de coldgeno intersticial nas neoplasias representa um mau progndstico aos

pacientes.
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Melo-Junior e colaboradores (2008) ao realizarem andlise histopatoldgica em
neoplasias mamadrias em mulheres, verificaram uma maior distribuicdo do coldgeno
intersticial em fibroadenomas e na doenca fibrocistica, quando comparados ao tecido
mamadrio normal e ao carcinoma ductal infiltrante.

Souza e colaboradores (2002) ao realizarem estudos histopatolégicos em
fibroadenomas mamadrios de gatas, verificaram que o crescimento da neoplasia foi
caracterizado pela proliferacio acentuada dos ductos intralobulares cercada por extensa
proliferacao de tecido conjuntivo. Essas caracteristicas histoldgicas também foram
encontradas no presente trabalho, uma vez que os fibroadenomas mamarios foram os que
apresentaram maior intensidade de coloracao pelo Tricrdmico de Masson, entre as neoplasias
estudadas.

As técnicas imunoistoquimicas sdo uma ferramenta poderosa ao dispor do diagndstico
anatomo-patolégico e da investigacdo. Nao obstante, a imunoistoquimica ¢ um meio de se
obter o diagndstico e frequentemente serve de complemento para o raciocinio diagndstico,
sem substitui-lo. O prognoéstico e a indicacdo terapéutica sio muito condicionados pelos
recursos dessas técnicas. De um modo geral, os antigenos que podem ser expressos pelas
diferentes patologias ja sdo conhecidos e estudados, sendo necessario, muitas vezes, detectar
sua existéncia para confirmar a patologia correspondente (Ferro, 2007).

Em um estudo realizado por Preziosi e colaboradores (Preziosi et al., 1995), foi
observado que células neopldsicas mamadrias malignas e benignas de cadelas e gatas sdo
marcadas pelo anticorpo anti-PCNA. No entanto, tal indice € significativamente maior em
neoplasias malignas. Em nossos estudos, foi observado que as lesdes tumorais apresentaram
comportamento semelhante, uma vez que 60% e 100% das neoplasias benignas e malignas,

respectivamente, foram marcadas pelo anticorpo.
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Os mesmos autores também observaram, no mesmo estudo, que o index mitético nas
neoplasias de cadelas foi maior em neoplasias malignas. Entretanto, 0 mesmo comportamento
nao foi observado nos tumores mamarios das gatas — ndo observando diferenca em relacdo ao
indice mitdtico das neoplasias de caracteristica maligna e benigna. O autor atribuiu esta
observacdo ao fato de que nos felinos domésticos, a hipertrofia mamaria benigna
/fibroadenoma complexo ndao é um verdadeiro crescimento neopldsico, mas uma forma de
hiperplasia. Porém, nossos resultados apontaram que o nimero de mitoses por campo foi
maior em neoplasias malignas que em lesdes benignas.

A reagdo imunoistoquimica para deteccdo do antigeno Ki-67 confere uma marcacao
nuclear moderada a forte, com distribui¢do difusa, granular, nucleolar ou a mistura de um ou
mais padrdes (Castagnaro et al., 1998). Segundo Castagnaro e colaboradores (1998), fatores
como idade e tipo histolégico das neoplasias mamadrias das gatas nao foram
significativamente relacionados com Ki-67, como também para o tempo de sobrevida do
animal.

Pefia et al. (1998), ao estudar neoplasias mamarias de cadelas, verificaram que a
expressao da PCNA € mais intensa que da Ki-67 ja que possui uma meia-vida longa e sua
expressdao persiste apos o final da mitose. Em nossos estudos, verificamos que todos os
carcinomas mamdrios foram marcados com o anticorpo anti-PCNA e 53,33% apresentaram
positividade para a Ki-67.

A inibi¢do da apoptose pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular, embora o
mecanismo exato pelo qual Bcl-2 inibe a apoptose ndo seja totalmente compreendido. Quando
ha superexpressdo de Bcl-2, a capacidade da célula para remover o dano genético e celular
através da apoptose € limitado. Apesar do fato que Bcl-2 ndo ser relacionado diretamente a

proliferagdo celular, a superexpressao permite que os tumores em estagio de progressao e com
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fendtipos altamente malignos tornem-se ainda mais resistentes a tratamento anti-neoplasicos
(Espindola e Corleta, 2008).

Em estudos realizados por Madewell et al.(1999), os autores verificaram que treze dos
quinze (86,67%) carcinomas mamadrios de gatas foram imunorreativos para Bcl-2. O
percentual de células tumorais reativas variou entre 20% a 80% (média de 59%). Em nosso
estudo, apenas 30% das amostras de carcinomas mamadrios foram imunorreativas ao Bcl-2,
enquanto nenhuma neoplasia benigna apresentou positividade para a marcacdo com o

anticorpo.

CONCLUSAO

A maioria das lesdes mamadrias felinos apresenta caracteristica de malignidade,
ocorrendo aumento na distribuicdo de coldgeno intersticial e células PAS+ em carcinoma
mucinoso e fibroadenomas. As neoplasias malignas apresentam maior reatividade decrescente
a marcacdo com o anticorpo PCNA, seguido por Ki-67 e Bcl-2. Nos tumores benignos ha
marcacdo tecidual apenas para PCNA e Ki-67. Os dados sugerem que os neoplasmas
malignos em felinos t€ém intensa atividade proliferativa evidenciando um mau progndstico e
consequentemente, pode resultar em um menor tempo de sobrevida pds-cirirgico aos animais

acometidos.
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Tab. 1:

Nuimero de figuras de mitose por campo (400X) e perfil de marcagdo

imunoistoquimica para os marcadores PCNA, Ki-67 e Bcl-2 de lesdes mamarias de gatas

(Felis catus) oriundas da casuistica do Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no periodo de 2008 a 2010.

Figuras de . . .
Mitose Marcacao Imunoistoquimica (%)
Classificacao | Ocorréncia (%) (Média +
desvio PCNA Ki-67 Bel-2
padrao)
Lesoes Benignas
A
denoma 2.86% (1/35) 1 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
simples
Adenose 2.86% (1/35) 1 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
Fibroadenoma | 8.57% (3/35) | 0,67+047 | 66,67% (2/3) | 33.3% (1/3) 0% (0/3)
Tumores Malignos
Carcinoma 2.86% (1/35) 4 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
cribriforme
Carcinoma em
wmor benigno |, g0 (1/35) 3 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
(adenoma
complexo)
Carcinoma 2.86% (1/35) 4 100% (1/1) 100% (1/1) 0% (0/1)
mucinoso
Carc
a;;ii“;oma 51.43% (18/35) | 5,5+221 | 100(18/18) | 61.11% (11/18) | 38,87% (7/18)
Carcinoma
s6lido com dreas | 8,57% (3/35) | 55+212 | 100% (3/3) | 33.33% (1/3) | 33.33% (1/3)
tibulo-papilares
Carcinoma 1429% (5/35) | 52+194 | 100% (5/5) 60% (3/5) 20% (1/5)
tibulo-papilar
Carcinoma
ibulo-papil
wbulo-papilar |, ¢car (1735) 3 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
com arecas

sélidas
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Tab. 2: Perfil histoquimico das lesdes mamadrias de gatas (Felis catus) oriundas da casuistica

do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE)

no periodo de 2008 a 2010, utilizando a coloracio Acido Periodo de Schiff (PAS) e

Tricrdmico de Masson (para identificagdao de coldgeno intersticial).

Tipos Tumorais Células PAS+ Colageno intersticial
Carcinoma ductal ++ +
Carcinoma mucinoso +4++ ++
Carcinoma papilar - -
Adenomas + -
Fibroadenomas ++ +++
Tecido Normal - +

Padrao de marcacao (+): Leve; (++): Moderado; (+++): Intenso



SCHIRATO, G.V. Caracterizacdo histopatologica e imunoistoquimica ... 97

Tab. 2: Perfil imunoistoquimico com marcacio dos anticorpos anti-PCNA, anti-Ki-67 e anti-
Bcl-2 em lesdes mamarias de gatas (Felis catus) oriundas da casuistica do Hospital
Veterindrio da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV, DMV, UFRPE) no periodo

de 2008 a 2010.

Marcadores imunoistoquimicos
Tipo Tumoral
PCNA Ki-67 Bcl-2
Lesdes benignas (n=5) 60% (3/5)* 20% (1/5) 0% (0/5)
Carcinomas (n=30) 100% (30/30) | 53,33% (16/30) 30% (9/30)

* % (nimero de casos positivos/ total de casos)
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Fig. 01: Marcagao histoquimica dos tecidos neopldsicos mamadrios de gatas (Felis catus) com
o Acido Periédico de Schiff (PAS). A (100X) Carcinoma mucinoso apresentando padrio
coloracdo intensa (+++); B (100X) Carcinoma ductal apresentando padrdo de coloracao
moderada (++); C (100X) Fibroadenoma mamadrio apresentando padrdo coloracdo moderada
(++); D (100X) Tecido mamario normal de gatas, onde ndo foram evidenciadas células PAS+.

* - Evidéncia da coloracdo nos tecidos.
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Fig. 02: Marcacao histoquimica dos tecidos neopldsicos mamadrios de gatas (Felis catus) com
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Tricromico de Masson (TM). A (100X) Fibroadenoma mamdrio apresentando padrio
coloragdo intensa (+++); B (100X) Carcinoma mucinoso apresentando padrdo de coloracao
moderada (++); C (100X) Carcinoma ductal apresentando padrdo coloracdo fraca (+); D
(100X) Carcinoma papilar, onde ndo foram evidenciadas quantidades significativas de

coldgeno intesticial. * - Evidéncia da coloracio nos tecidos.
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Fig. 03: Marcacdo imunoistoquimica dos tecidos neopldsicos mamadrios de gatas (Felis catus)

com anticorpos PCNA, Ki-67 e Bcl-2. A (100X) Fibroadenoma apresentando marcagao
positiva para PCNA (padrdo de marcacdo citoplasmdtico e nuclear); B (100X) Carcinoma
s6lido apresentando intensa marcacio do PCNA (padrio de marcacdo citoplasmatico e
nuclear); C (100X) Fibroadenoma mamadrio apresentando negatividade ao Ki-67; D (100X)
Carcinoma mamdrio apresentando positividade a marcacdo do Ki-67 (padrdo de marcacao
citoplasmético e nuclear); E (100X) Fibroadenoma mamadrio apresentando negatividade ao
Bcl-2; F (100X) Carcinoma mamadrio apresentando positividade a marcagdo do Bcl-2 (padrao
de marcacdo membranar restrito ao tecido transformado). — evidéncia da marcagdo

imunoistoquimica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

S.1.

A maioria dos neoplasmas felinos apresenta caracteristica de malignidade
(carcinomas sélidos ou tibulo-papilares) e o tipo tumoral benigno mais frequente € o
fibroadenoma;

Histologicamente os tumores malignos sdao multifocais, padrdo de crescimento
predominantemente invasivo, com presenca de necrose, figuras de mitose, infiltrado
inflamatério e gradacao histolégica (HII e HIII) e citolégica (C1 e C2) alta;

Houve aumento na distribuicio de coldgeno intersticial e células PAS+ em
carcinoma mucinoso e fibroadenomas;

As neoplasias malignas apresentam maior reatividade decrescente a marca¢ao com o
anticorpo PCNA, seguido por Ki-67 e Bcl-2. Nos tumores benignos houve marcacao
tecidual apenas para PCNA e Ki-67;

Os dados sugerem que os neoplasmas malignos em felinos t€ém intensa atividade
proliferativa evidenciando um mau progndstico e consequentemente, pode resultar

em um menor tempo de sobrevida pds-cirdrgico aos animais acometidos.

PERSPECTIVAS

Realizar andlises ultra-estruturais no tecido neoplasico, obtido de lesdes mamarias
espontaneas de gatas;

Realizar estudos de patologia comparada, utilizando os carcinomas mamadrios de
gatas como modelo de cancer de mama feminino;

Testar a proteina Nectina-4 como novo marcador histopatolégico para o tumor
mamario em felinos;

Avaliar comparativamente a expressao tecidual dos marcadores ER, PR e E-
caderina, em tumores mamarios de gatas € humanos;

Analisar a expressao de enzimas, tais como MMP-2 e MMP-9, no tecido neoplasico
mamadrio de gatas e correlacionar os achados com o progndstico pds-cirurgico dos

animais.
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Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo Cientifico. E o relato completo de um trabalho
experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados
sao posteriores ao planejamento da pesquisa. Segdes do
texto: Introducdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussdo e Conclusdes. O numero total de paginas ndo deve
exceder a 15.

Relato de Caso. Contempla principalmente as areas
médicas, em que o resultado € anterior ao interesse de sua
divulgagao ou a ocorréncia dos resultados nao é planejada.
SecGes do texto: Introducdo, Casuistica, Discussdo e
Conclusdes (quando pertinentes). O numero total de paginas
nao deve exceder a 10.

Comunicacdo. E o relato sucinto de resultados parciais de
um trabalho experimental, dignos de publicacao, embora
insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo
cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia, diagndsticos,
etc.) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com
no maximo seis paginas impressas, sem distingdo das segoes
do texto especificadas para "Artigo Cientifico", embora
seguindo aquela ordem. Quando a comunicagao for redigida
em portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida
em inglés deve conter um "Resumo".
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Politica editorial

Publicar trabalhos cientificos originais (artigos, relatos de
casos e comunicacdes) que sejam de interesse para o
desenvolvimento da ciéncia animal. Serdo recomendados para
publicagdao somente os trabalhos aprovados pelos editores,
baseados na recomendacdo de dois revisores cientificos da
area pertinente e/ou do corpo editorial.

Preparacao dos manuscritos para publicacao

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na
forma impessoal. Para ortografia em inglés recomenda-se
oWebster's Third New International Dictionary. Para ortografia
em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua
Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos
submetidos em inglés deverdo conter resumo em portugués e
vice-versa.

Os trabalhos e ilustragbes deverdo ser apresentados em
Microsoft Word, folha no formato A4, fonte Times New Roman
tamanho 12, espaco entre linhas 1,5, margens de 3cm, com
paginas e linhas numeradas (numeragao continua).

SecOes de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve ser o resumo do
resumo e ndo ultrapassar 100 digitos.

Autores. Os nomes dos autores virdo abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. Deve estar
indicado o autor para correspondéncia com enderecgo
completo, telefone, fax e e-mail.

Resumo e Abstract devem conter no maximo 200 palavras
em um soO paragrafo. N&o repetir o titulo. Cada frase é uma
informacdo. Atencgdo especial as conclusoes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sdao estabelecidos
brevemente o problema, sua pertinéncia, relevancia e os
objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o
material envolvido, a descricdo dos métodos usados ou
referenciar corretamente os métodos ja publicados. Ndo usar
subtitulos.

Nos trabalhos que envolvam animais ou organismos
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geneticamente modificados devera constar o nimero do
protocolo de aprovagdao do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranca.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os principais
resultados encontrados.

Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho.

Obs.: As secdes Resultados e Discussao poderdo ser
apresentadas em conjunto.

Conclusodes. As conclusdes devem estar apoiadas nos dados
da pesquisa executada.

Ilustragdes. S3o tabelas e figuras. Toda ilustracdo que ja
tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, dados
sobre a fonte (autor, data) e a correspondente referéncia
deve figurar na lista bibliografica final.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separagao do
cabecalho e no final da tabela. A legenda recebe inicialmente
a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em
algarismo arabico e é referida no texto como Tab., mesmo
guando se referir a varias tabelas.

Figura. Qualquer ilustragdo constituida ou que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma,
esquema etc. As legendas recebem inicialmente a palavra
Figura, seguida do niumero de ordem em algarismo arabico e
é referida no texto como Fig., mesmo se referir a mais de
uma figura. As figuras devem ser enviadas em arquivo
separado, extensdo.jpg.

Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias bibliograficas. As referéncias devem
relacionadas em ordem alfabética.

Citagoes bibliograficas

CitagOes no texto deverao ser feitas de acordo com
ABNT/NBR 10520 de 2002. A indicagdo da fonte entre
parénteses sucede a citagdo para evitar interrupgdo na
sequéncia do texto, conforme exemplos:
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