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Avaliacdo dos biomarcadores imunoldgicos (razdo de células T CD4* / CD8" e
expressdo de MHC | por mondcitos) em cadelas com carcinomas mamarios.

RESUMO

Buscando uma melhor compreenséo sobre o perfil dos leucdcitos do sangue periférico e
a suas correlagbes com o avanco do cancer de mama em cadelas, objetivou-se com a
realizacdo do presente estudo avaliar o potencial progndstico/preditivo de biomarcadores
imunofenotipicos (razdo CD4*/CD8" e expressdo do IMF em mondcitos), bem como, a
eficacia da quimioterapia antineoplasica adjuvante a base de carboplatina, em cadelas
portadoras de cancer de mama em estadio avangado ou com graduacao histologica > 1II.
Foram avaliadas 100 cadelas, sendo 10 cadelas higidas (grupo controle) e 90 cadelas
portadoras de carcinomas mamarios classificados histologicamente em dois grupos: (60)
carcinomas em tumores mistos (MCT) e (30) outros carcinomas (MC). As pacientes
foram submetidas a anélise clinico-patoldgica, imunofenotipagem dos leucdcitos do
sangue periférico por citometria de fluxo, diagndstico e graduacdo histopatoldgica do
tumor, além da avaliacdo da taxa de sobrevida trimestral por até 2 anos ap6s a cirurgia.
Cadelas com estadiamento > IV ou tumores com graduacdo histologica > II foram
submetidas a quimioterapia com carboplatina. A idade das cadelas estudadas variou entre
cinco e 18 anos. Animais sem raca definida foram mais frequentes (55,5%), seguidos pela
raca poodle (23,3%). Estadio 11, apresentacdo multicéntrica, acometimento bilateral e
envolvimento das mamas abdominais e inguinais foram predominantes. A analise
microscopica revelou resposta inflamatoria associada ao tumor do tipo linfohistiocitaria
multifocal moderada no grupo MCT e intensa no grupo MC, sendo os linfocitos a
populacdo predominante, seguida dos macréfagos. A imunofenotipagem revelou valores
significativamente menores de linfocitos T e de suas subpopulacdes (TCD4" e CD8*) nos
grupos MCT e MC em relacdo ao controle. Percentuais de CD4" e CD8" foram
significativamente menores em pacientes com tumores MCT grau Il em comparacao ao
grau |. A razdo CDA4%/CD8", os percentuais de linfocito B e CD14" foram
significativamente maiores nos grupos MCT e MC em relagdo ao controle. A intensidade
média de fluorescéncia (IMF) do MHC | e Il em mondcitos foi significativamente maior
no grupo MC em relacdo aos demais grupos. A avaliacdo das pacientes com base nos
parametros propostos pelos biomarcadores razdo CD4*/CD8" e a expressao do IMF de



MHC | em mondcitos possibilitou a segregacdo de cadelas com alta probabilidade de
sobrevivéncia ou morte, para os grupos MCT e MC, respectivamente. A andlise da curva
ROC com pontos de corte que definem razdo CD4*/CD8"* atestam bons parametros
probabilisticos, com sensibilidade de 100%, especificidade de 93,18% e acuracia de
97,8%, enquanto para MHC | sensibilidade de 100%, especificidade de 86,21% e acurécia
de 99,8%. Pacientes tratados com quimioterapia, independente do grupo tiveram
sobrevida global maior. Estes pacientes tratados quando segregados pelo grupo
histologico e com base nos parametros dos biomarcadores revelaram melhores respostas
nos pacientes com razdo CD4*/CD8" <1.8 para grupo MCT e IMF de MHC I/CD14<100
para grupo MC. A andlise multivariada revelou poder prognéstico independente para o
biomarcador IMF de MHC 1/CD14. Com base nos resultados conclui-se que a razdo
CD4*/CD8" e a expressdo de MHC | em mondcitos possuem tanto potencial progndstico
quanto preditivo para cadelas portadoras de carcinomas mamarios. Contudo, € necessaria
a aplicacdo desses biomarcadores em seus grupos especificos de carcinomas,
considerando também a associa¢do a outros fatores prognosticos classicos. Cadelas
portadoras de tumores MCT com graduagao histologica > II devem ser submetidas ao
tratamento quimioterdpico adjuvante, mesmo na auséncia de envolvimento nodal. A
quimioterapia antineoplasica, a base de carboplatina, foi efetiva no alcance de maior
sobrevida podendo ser indicada nos casos de tumores de mama, porém em alguns casos,

ndo debelou a doenca em curso.

Palavras-chave: Cadelas, sistema imune, quimioterapia, tumores mamarios



Evaluation of immunological biomarkers (CD4 +/ CD8 + T cell ratio and MHC |
expression. by monocytes) in female dogs with mammary carcinomas.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the prognostic / predictive potential of
immunophenotypic biomarkers (CD4+/CD8+ ratio and expression of the MIF in
monocytes ) and to evaluate their correlation with the progression of mammary tumor in
female dogs, as well as the efficacy of adjuvant antineoplastic chemotherapy based on
carboplatin in female dogs with advanced or histological grade Il mammary tumor. A
total of 100 female dogs, 10 healthy female dogs (control group) and 90 female dogs with
histologically classified mammary carcinomas were evaluated in two groups: (60)
carcinomas in mixed tumors (MCT) and (30) other carcinomas (MC). Patients were
submitted to clinical-pathological analysis, peripheral blood leukocyte
immunophenotyping by flow cytometry, diagnosis and tumor histopathology, as well as
evaluation of the quarterly survival rate for up to 2 years after surgery. Female dogs with
staging = IV or tumors with histological grade = 11 were submitted to chemotherapy with
carboplatin. The age of the female dogs studied ranged from 5 to 18 years. Non-breed
animals were more frequent (55.5%), followed by the poodle breed (23.3%). Stage IlI,
multicentric presentation, bilateral involvement and involvement of the abdominal and
inguinal mammary glands were predominant. Microscopic analysis revealed an
inflammatory response associated with a moderate multifocal lymphohistiocytic tumor in
the MCT group and inter in the MC group, with lymphocytes being the predominant
population, followed by macrophages. Immunophenotyping revealed significantly lower
values of T lymphocytes and their subpopulations (T CD4+/and CD8+) in the MCT and
MC groups in relation to the control. CD4+/and CD8+ ratios were significantly lower in
patients with MCT grade Il tumors compared to grade I. The CD4+/CD8+ ratio, the
percentages of B and CD14 + lymphocytes were significantly higher in the MCT and MC
groups in relation to the control. The mean fluorescence intensity (MIF) of MHC I and Il
in monocytes was significantly higher in the MC group compared to the other groups.
The evaluation of the patients based on the parameters proposed by the biomarkers CD4+/
CD8 + ratio and the expression of the MHC | MIF in monocytes allowed the segregation
of female dogs with a high probability of survival or death, for the MCT and MC groups,
respectively. The analysis of the ROC curve with cut-off points that define CD4+// CD8
+ ratio attests good probabilistic parameters, with a sensitivity of 100%, specificity of
93.18% and accuracy of 97.8%, while for MHC | sensitivity of 100%, specificity Of
86.21% and accuracy of 99.8%. Patients treated with chemotherapy, independent of the
group had greater overall survival. These patients treated when segregated by the
histological group and based on the biomarkers parameters revealed better responses in
patients with ratio = 1.8 for MCT and IHC group of MHC 1/ CD14 = 100 for MC group.
Multivariate analysis revealed independent prognostic power for the MHC | / CD14
biomarker.Based on the results, it is concluded that the CD4+/CD8+ ratio and the MHC
| expression. in monocytes have both prognostic and predictive potential for female dogs
carrying mammary carcinomas. However, the application of these biomarkers in their
specific groups of carcinomas is necessary, considering also the association with other
classic prognostic factors. MCT tumors with histological grade = 1l should undergo
adjuvant chemotherapy, even in the absence of nodal involvement. The antineoplastic



chemotherapy, based on carboplatin, was effective in achieving greater survival and could

be indicated in cases of mammary tumors, but in some cases, it did not stop the ongoing
disease.

Key words: Female dogs, immune system, chemotherapy, mammary tumors



1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais comuns nas cadelas,
frequentemente apresentam comportamento bioldgico agressivo e suas metastases
resultam no 6bito do paciente. Esta condi¢do aponta a necessidade de melhores indica¢es
prognosticas e terapéuticas na rotina da oncologia veterinaria (SORENMO, 2003;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; CAMPOS, 2010; KIM et al., 2012; ESTRELA-LIMA et
al., 2012; ESTRELA-LIMA et al., 2013; CARVALHO et al., 2014; CASSALI et al.,
2014).

Em cées, assim como nos humanos, o envolvimento do sistema imunolégico tem
um papel crucial no desenvolvimento de neoplasias, todavia, a participacéo dos leucocitos
presentes no sangue periférico e em infiltrados tumorais, na promocao e desenvolvimento
do céncer ainda € motivo de muita controvérsia, pois envolve a participacdo de
mecanismos extremamente complexos e ainda pouco elucidados (ESTRELA-LIMA et
al., 2010).

E crescente a busca dos pesquisadores por novos marcadores tumorais no sangue
periférico, que auxiliem no progndstico e na terapia a ser instituida para pacientes de
cancer de mama da mulher (SOUZA, 2002; ALMEIDA et al., 2005; WU et al., 2010).
Contudo, em Medicina Veterinaria, os estudos dos marcadores tumorais em sangue
periférico sdo ainda incipientes (CAMPOS, 2010; ESTRELA-LIMA et al., 2012;
ESTRELA-LIMA et al., 2013) mas, futuramente, representardo importantes avancos na
avaliacdo prognostica e preditiva no paciente canino.

Alguns estudos tém sugerido que a identificacdo das subpopulagdes de células T
CD4*, CD8" e células T reguladoras, bem como, das citocinas, fornecem um método
sensivel e importante para avaliar a imunidade celular em pacientes com cancer
(CAMPBEL etal., 2005; MACCHETTI etal., 2006; WHITESIDE, 2008; MATKOWSKI
etal., 2009). Em um estudo para determinacao do perfil de leucocitos no sangue periférico
de cadelas com carcinomas mamarios, Estrela-Lima e colaboradores (2012) observaram
que os linfécitos T CD4" estdo associados a progressdo tumoral, enquanto os linfécitos T
CD8" inibem o desenvolvimento tumoral. A partir desta analise, 0s autores propuseram a
utilizacdo de dois parametros como biomarcadores, a razdo CD4/CD8" e a Intensidade

Média de Fluorescéncia do MHC | em mondcitos, 0s quais apresentaram significativo



valor clinico e prognostico, possibilitando a segregacdo de cadelas com alta probabilidade
de sobrevivéncia ou morte, respectivamente. Estudos com essa temética podem auxiliar
a melhor compreensao sobre a heterogeneidade imunoldgica dos carcinomas mamarios
caninos, fornecendo ferramentas alternativas no estabelecimento de possiveis protocolos
terapéuticos baseados no perfil imunofenotipico desses tumores.

Pacientes com estadiamento clinico avancado podem se beneficiar, em variados
graus, de terapia complementar (LAVALLE et al., 2012). A quimioterapia antineoplasica
é o tratamento adjuvante mais utilizado nas cadelas com cancer de mama, contudo, tem
eficdcia ainda discutida (TRAN et al., 2014; ARENAS et al., 2016). Portanto, a
descoberta e utilizagdo de biomarcadores com potencial preditivo, para grupos
especificos e relacionado a utilizacdo da quimioterapia, pode representar uma ferramenta
consensual e trazer um substancial avanco na terapéutica da doenca.

Desta forma, conhecer o complexo perfil imunoldgico associado aos aspectos
clinicos do cancer de mama € o primeiro passo para identificacdo de biomarcadores
aplicaveis na monitoracdo da progressdao da doenca, bem como, propor estratégias
imunoterapéuticas antineoplasicas eficazes. Neste contexto, objetivou-se com a
realizacdo do presente estudo avaliar o potencial prognostico e preditivo dos
biomarcadores imunofenotipicos razdo CD4'/CD8" e a Intensidade Média de
Fluorescéncia do MHC | em mondcitos, bem como a eficacia da quimioterapia
antineoplasica adjuvante a base de carboplatina, em cadelas portadoras de cancer de

mama em estadio avancado ou com graduag¢ao histologica > II.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial dos biomarcadores imunoldgicos (razdo de células T
CD4*/CD8" e a expressao de MHC | em mondcitos) em predizer quais pacientes possuem
maior risco de morte pela doenca (indicador prognostico) e ainda quais podem
potencialmente se beneficiar com o tratamento (preditivo); bem como verificar se o
tratamento quimioterdpico com carboplatina € eficaz e resulta em maior taxa de sobrevida

em cadelas com metéstase regional ou tumor com graduacgdo histologica > II.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a imunofenotipagem dos leucécitos no sangue periférico de cadelas
portadoras de carcinoma mamario e comparar entre os Grupos MCT e MC os
percentuais de linfocitos T, TCD4*, TCD8", razdo CD4*/CD8*, linfécitos B e
expressao de MHC | em células CD14" correlacionando os resultados observados a

maior agressividade da doenca;

e Ultilizar parametros fenotipicos para confirmar o potencial prognoéstico e preditivo dos
biomarcadores imunoldgicos propostos, bem como identificar possiveis correlacdes
destes com a sobrevida e fatores prognosticos classicos como tamanho do tumor,

graduacdo histoldgica e estadiamento clinico;

o Identificar possiveis alteragdes nos percentuais dos linfocitos CD4* e CD8" de cadelas
portadoras de carcinoma em tumor misto, (Grau | e Grau 1) e sua relagdo com a maior

agressividade tumoral,

e Verificar, nos animais segregados com base nos parametros propostos pelos

biomarcadores, a eficacia da quimioterapia antineoplasica com carboplatina, no



protocolo j& estabelecido, em promover maior taxa de sobrevida em cadelas

portadoras de carcinoma mamario;

Determinar em cadelas tratadas com carboplatina que evoluiram para o 6bito, a partir
da realizacdo do exame necroscopico, a causa mortis, possivel relacdo com efeitos

colaterais do tratamento e presenca de focos metastaticos.



3. HIPOTESES

e Arazdo CD4*/CD8" < 1,8 e a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de MHC |
em CD14" < 100 sao biomarcarcadores imunol6gicos com poder prognéstico, mas
ndo preditivo, aplicaveis na rotina oncoldgica, para cadelas portadoras de carcinoma

em tumor misto e outros carcinomas, respectivamente;

e Cadelas portadoras de carcinoma em tumor misto com graduag@o histologica > II
devem ter indicacdo para realizacdo de quimioterapia, independente do status do
linfonodo regional, diante do seu potencial de malignidade e baixo percentual de
células T CD4* e T CD8";

e O protocolo quimioterapico a base de carboplatina endovenosa, na dosagem de 300
mg/m?, com tempo de infusdo de cinco minutos, ciclo total de seis sessdes com
intervalos de 21 dias é totalmente eficaz no combate a neoplasia mamaria e seus

efeitos colaterais ndo representam nenhum tipo de ameaca a vida da paciente.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DOS TUMORES MAMARIOS CANINOS

As neoplasias mamarias sdo o0s tumores mais frequentes nas fémeas,
principalmente em mulheres, cadelas e gatas, sendo consideradas raras em outras espécies
(BOSTOCK, 1986; PELETEIRO, 1994; CASSALI, 2000; HENDERSON; FEIGELSON,
2000; INGVARSON, 2001; MISDORP, 2002 GOLDSCHMIDT et al., 2017). Estes
tumores na cadela s&o de duas a trés vezes mais frequentes do que o observado na mulher
(MEULTEN, 2017). Desta forma, diante da alta frequéncia e principalmente das muitas
similaridades epidemiologicas, clinicas, bioldgicas e genéticas entre as neoplasias
mamarias em humanos e caninos, justifica a utilizacdo da cadela como modelo de estudo
comparativo entre as duas espécies (CASSALI, 2000; MARTINS; FERREIRA, 2003;
UVA et al.,, 2009, ESTRELA-LIMA 2010; RIVERA e VON EULER, 2011).

No Brasil, estes tumores representam mais da metade de todas as neoplasias que
acometem esta espécie, em sua maioria com carater maligno (OLIVEIRA et al., 2003;
OLIVEIRA FILHO et al., 2010; FELICIANO et al., 2012). Esta alta frequéncia pode ser
reflexo do diagnostico tardio, que reduz a taxa de sobrevida e dificulta a obtencdo de
melhores resultados terapéuticos (TORIBIO et al., 2008; ANDRADE et al., 2010;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; CASSALI et al., 2014).

A alta taxa de acometimento nas cadelas em Salvador, Bahia, Brasil, tem sido
atestada por varios pesquisadores (ESTRELA-LIMA et al., 2010; TORIBIO et al., 2012;
RIBEIRO, 2012; VIEIRA-FILHO, 2015, MACHADO, 2015; PEREIRA, 2016,
CONCEICAO, 2017). Toribio e colaboradores (2012), demonstraram correlacéo entre a
falta de recurso econdmico, o desconhecimento a respeito da importancia da doenca e as
caracteristicas clinicas dos pacientes e macroscépicas do tumor na populacdo estudada.
Estrela-Lima e colaboradores (2010) observaram que dos 51 tumores mamarios estudados
65% eram maiores que cinco centimetros, ulcerados, malignos, grande parte destes com
metastase para linfonodo regional e sobrevida global menor que seis meses.

De maneira similar a espécie humana, as neoplasias mamarias em caninos

ocorrem quase que exclusivamente em fémeas, sendo raras em machos, acometendo
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menos de 1% desses animais (MIALOT, 1988; MEULTEN, 2017). Em geral, o risco de
desenvolvimento de cancer de mama aumenta significativamente com a idade, sendo mais
frequente nas cadelas entre nove e onze anos (BENJAMIM et al., 1999; MISDORP, 2002;
OLIVEIRA et al., 2003; LANA et al., 2007; PIEKARZ, 2009; SORENMO et al. 2011
CASSALl etal., 2014). Alguns autores indicam maior acometimento de racas de pequeno
porte e predisposi¢do genética das racas Maltes, Yorkshire Terrier, Shih Tzu e Poodle
para o desenvolvimento de neoplasias mamarias (SCHAFER, et al., 1998; IM et al.,
2013).

Estudos realizados no Brasil indicam maior frequéncia de tumores mamarios em
Poodles e cdes sem raca definida (CAVALCANTI; CASSALI, 2006; FURIAN et al.,
2007; ESTRELA-LIMA etal., 2010; TORIBIO et al., 2012; RIBEIRO, 2012; LAVALLE
et al., 2012; VIEIRA-FILHO, 2015; MACHADO, 2015; PEREIRA, 2016;
CONCEICAO, 2017). Enquanto, Queiroga e Lopes (2002), em Portugal, verificaram que
animais das ragas Boxer e Beagle apresentaram menor risco de desenvolverem tumores
da glandula mamaria. Contudo, segundo Peleteiro (1994) e Cassali e colaboradores
(2014) ainda ndo existem subsidios que possibilitem inferir sobre predisposicéo racial
para o desenvolvimento de tumores mamarios na cadela.

Os tumores de mama sdo classificados como neoplasias horménio dependentes
de etiologia multifatorial (GOLDCHMIDT et al., 2017). Componentes genéticos,
nutricionais, ambientais e, principalmente, hormonais representam importantes fatores
nos processos de iniciacdo e desenvolvimento deste tipo tumoral (SILVA et al., 2004). O
estrogeno e a progesterona desempenham um papel importante no desenvolvimento da
glandula mamaria normal, além de atuarem no desenvolvimento de tumores mamarios
em cadelas e gatas. Sabe-se que os horménios esterdides atuam estimulando a
proliferacdo celular e predispbem as alteracdes genéticas que dardo origem a célula
neoplésica (SILVA et al., 2004; THUROCZY et al., 2007; BOCARDO et al., 2008).

Cadelas intactas e castradas podem ser acometidas por neoplasias mamarias,
contudo a frequéncia aparentemente é maior em cadelas ndo castradas (GOLDCHMIDT
et al., 2017). Estudo de Schneider e colaboradores (1969) indicou efeito protetor da
ovario-histerectomia (OH), desde que realizada precocemente. Nos casos em que a
castracdo foi realizada antes do primeiro ciclo estral, a ocorréncia aconteceu em somente

0,5% dos animais estudados. Quando a OH foi realizada apds o primeiro e segundo estro,
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as taxas de acometimento subiram para oito e 27%, respectivamente. Entretanto, Cassali
e colaboradores (2014) indicam a realizacdo da OH apds o primeiro estro, para que haja
um completo desenvolvimento musculoesquelético, imunoldgico e enddcrino, reduzindo
as possibilidades de problemas decorrentes da privacdo dos horménios ovarianos. A
castracao precoce retarda o fechamento da placa epifisaria dos 0ssos longos, predispde a
dermatite de prega vulvar e principalmente obesidade (SALMERI et al., 1991; ROOT et
al., 1997; ZACHARY; McGAVIN, 2012). Estudos ja demonstraram que camundongos
com deficiéncia de estrogénio apresentam perda do volume e espessura do 0SSO
trabecular, osteopenia, alteragdes na cartilagem articular, aumento de gordura intra-
abdominal, diminuicdo de massa magra e alteragdes no perfil lipidico (FISHER,
GRAVES, PARLOW, 1998; JONES et al., 2000; SIMPSON, CLYNE, RUBIN, 2002;).
Deste modo, é possivel que a castracdo precoce em cadelas previna tumores mamarios,
mas em contrapartida predisponha a significativas alteracbes metabdlicas e de
desenvolvimento.

A auséncia do efeito protetor quando a OH ¢é realizada ap6s o terceiro estro é
considerada por alguns pesquisadores (SCHNEIDER et al., 1969; MORRIS et al., 1998).
Apesar disso, Sorenmo e colaboradores (2000) relataram maior sobrevida em cadelas que
realizaram a OH concomitante a cirurgia ou até dois anos antes. Uma grande revisao de
trabalhos publicados, feita por Beauvais e colaboradores (2012) sobre os efeitos da OH
como método preventivo para o cancer de mama em cadelas, aponta diversos problemas
metodoldgicos na totalidade das publicaces e indica a necessidade de estudos adicionais
acerca do melhor momento para castracdo e sua real efetividade como fator protetor
contra a carcinogénese mamaria.

O uso de progestagenos para o controle do estro, a pseudociese, a obesidade e
dietas ricas em gorduras, bem como, a avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo
e inflamagéo tem sido citados como fatores de risco associados ao cancer de mama
(PELETEIRO, 1994; PENA et al., 1998; PEREZ-ALENZA et al., 2000; ZUCCARI et
al., 2008; CLEARY et al.,, 2010; YEON et al., 2011). A utilizagdo de hormonios
ex0genos, progesterona ou estrégeno, aumentam o risco de desenvolvimento de
neoplasias mamarias em cadelas. Mesmo em baixas doses, a progesterona exogena pode
induzir neoplasias benignas. Enquanto a combinacgéo destes dois hormdnios pode induzir

0 desenvolvimento de tumores malignos (MISDORP, 1999).
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Os fatores nutricionais tém sido objetos de estudos em tumores da glandula
mamaria em cadela, por possivelmente atuarem como agentes desencadeantes desse tipo
de neoplasia (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Sabe-se que a obesidade em humanos esta
diretamente relacionada com a concentracdo e disponibilidade de horménios sexuais
femininos (WILLETT, 2000). Estudos epidemioldgicos demonstraram que dietas ricas
em gordura e uma condicdo corporal obesa podem aumentar o risco de desenvolvimento
de neoplasia mamaria em cadelas, principalmente na fase juvenil (PEREZ-ALENZA et
al., 1998; CLEARY et al., 2010).

Com relacdo aos fatores ambientais, foi demonstrado por Andrade e
colaboradores (2010) a presenca de concentra¢des significativas de inseticidas piretréides
no tecido adiposo adjacente aos tumores mamarios de cadelas, principalmente, nos
tumores mais agressivos, sugerindo o possivel envolvimento de contaminantes
ambientais na carcinogénese mamaria. Nesse estudo, a partir da cromatografia liquida de
alta presséo (HPLC) foi possivel detectar e identificar contaminantes ambientais no tecido
adiposo adjacente ao tumor, destacando-se a aletrina, a cialotrina, a cipermetrina, a

deltametrina e a tetrametrina

4.2 DIAGNOSTICO

O diagnostico das neoplasias mamarias se inicia na anamnese, quando relatado
0 histdrico clinico e possiveis alteracdes reprodutivas, como pseudociese e cios
irregulares. O exame clinico deve ser completo, abrangendo a avaliacdo do sistema
linfatico e tequmentar, como também sinais sisttmicos que possam estar relacionados a
presenca de metastases, como dispneia, ictericia, volumes palpaveis anormais, lesGes
ulcerativas, alteragdes neuroldgicas ou oculares (FOSSUM, 2005).

Diferentes apresentacdes clinicas de neoplasias mamarias podem ser observadas
no momento do diagndstico, as quais podem incluir um estagio inicial, localmente
invasivo até o tumor mamario metastatico (ESTRELA-LIMA et al., 2010). De forma
geral, as neoplasias mamarias se apresentam, principalmente, em forma de nodulos, na
maioria das vezes, detectavel ao exame clinico (MISDORP, 1999; FOSSUM, 2005;

LANA, 2007). A apresentacdo desses nddulos pode ser circunscrita ou multicéntrica, de
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consisténcia, mobilidade e dimensdes variaveis, podendo estar relacionados a ulceragdes
e inflamacdo local.

E comum a presenca de mais de um tumor em uma mesma mama (tumores
multiplos) ou envolvendo simultaneamente varias mamas (tumores multicéntricos). Estes
tumores podem representar diferentes tipos histoldgicos e o tumor de pior prognostico
determinaré a evolucéo clinica do paciente (MISDORP, 2002; SORENMO et al., 2011;
CASSALLI et al., 2014). As glandulas inguinais e abdominais caudais sdo 0s sitios mais
frequentes de desenvolvimento tumoral, possivelmente por apresentarem uma maior
quantidade de parénquima mamario e maior resposta proliferativa & acdo de hormonios
(MISDORP, 2002; SANTOS et al., 2010; EZERSKYTE et al., 2011; SORENMO et al.,
2011).

O exame citopatoldgico pode ser utilizado no processo de triagem do paciente,
podendo indicar a partir de material colhido por puncéo aspirativa por agulha fina
(PAAF), comprometimento linfonodal e possiveis diagndsticos diferenciais, tais como
mastites, cistos, abscessos ou outros tipos de tumores cutaneos (ZUCCARI et al., 2001;
CASSALlI et al., 2014).

Os exames de diagndstico por imagem sdo extremamente necessarios pois
possibilitam evidéncias de metastases a distancia e correspondem a radiografias (toracica
e ultrassonografia abdominal (FELICIANO et al., 2012). Para as radiografias toracicas
sdo recomendadas a realizacdo de trés projecGes (laterais direita e esquerda e
ventrodorsal), que podem revelar a evidéncia de metastase aos pulmdes, pleura e
linfonodos intratoracicos (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Estudos revelam que nddulos
metastaticos pulmonares menores de 0,5 mm podem ndo ser observados no exame
radiografico e, portanto, nestes casos, a tomografia computadorizada apresenta maior
acuracia na deteccdo de metastases pulmonares (OTONI et al., 2010; ALEXANDER et
al., 2012).

O tamanho da lesdo primaria (T), o comprometimento para os linfonodos
regionais (N) e a presenca ou ndo de metastase a distancia (M) séo informacoes utilizadas
para realizar o estadiamento clinico do paciente. O sistema TNM foi estabelecido pela
organizacdo mundial da satde (OMS) e, modificado por OWEN (1980) no intuito de

promover indicacdo prognostica, agrupar animais em fases distintas de evolucdo da
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doenga e possibilitar o compartilhamento de dados entre profissionais e centros de
pesquisa (CASSALI et al., 2014).

O diagnostico definitivo é obtido a partir do exame histopatologico, que indica
a natureza, tipo histoldgico e infiltracdo tumoral (CASSALI, 2000; MISDORP, 2002).
Atualmente, a classificacdo histopatoldgica mais utilizada para as neoplasias mamaérias é
a proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) modificada por Misdorp e
colaboradores (1999) complementada pelo Consensus for the Diagnosis, Prognosis and
Treatment of Canine Mammary Tumors (CASSALI et al., 2014).

A classificagdo e a graduacdo histopatoldgica dos tumores mamarios sdo de
suma importancia por predizerem o comportamento biolégico e o potencial de
malignidade da neoplasia, respectivamente (BOSTOCK, 1986; GOLDSCHMIDT et al.,
2011; PENA et al., 2012; CASSALI et al., 2014). Dentre os tumores malignos mais
frequentes, observam-se os carcinomas, e dentre estes, o Carcinoma em Tumor Misto
Benigno (CMT) é o subtipo mais comumente observado (CASSALLI, 2000; MARTINS et
al., 2002; BERTAGNOLLI et al., 2009; ESTRELA-LIMA et al., 2010; DAMASCENO
et al., 2012; DAMASCENO et al., 2016a 2016b; VIEIRA-FILHO, 2015; CARNEIRO,
2015). Alguns tipos de carcinomas, classificados como especiais tem sido relatados na
medicina veterinaria, a exemplo do carcinoma anaplasico, carcinoma de célula escamosa,
carcinoma mucinoso, carcinoma rico em lipideos, carcinoma lobular pleomérfico e
carcinoma micropapilar (CASSALI et al., 1999; CASSALI et al., 2002; GAMA et
al.,2008; D’ASSIS et al., 2016; FRANZONI et al., 2017).

4.3 TRATAMENTO

O procedimento cirurgico é considerado o tratamento de elei¢do para os tumores
mamarios caninos, e que confere maior taxa de sobrevida, incluindo a cura desde que seja
realizado precocemente (HEDLUND, 2008; CASSALI et al., 2014). Contudo, nos casos
de carcinoma inflamatdrio mamario, neoplasia altamente invasiva, este procedimento ndo
é indicado em consequéncia do elevado risco de disseminacéo tumoral e desenvolvimento

de CID (coagulacdo intravascular disseminada), que cursa com hemorragias profusas
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durante o procedimento cirdrgico (CASTELLANO; IDIART, 1994; RODASKI;
PIEKARZ, 2009).

Existem indmeras técnicas cirurgicas descritas na literatura para as cadelas,
como mastectomia simples, mastectomia regional, mastectomia unilateral e mastectomia
bilateral (LANA et al., 2007; RODASKI; PIEKARZ, 2009). Todavia, o tipo de cirurgia
estd ligado diretamente ao estado geral do paciente, tamanho tumoral, localizacéo,
drenagem linfatica e estadiamento clinico (HEDLUND, 2008). Tran e colaboradores
(2014) afirmam que excisdes grandes com margens completas podem possibilitar maior
sobrevida global dos pacientes, mesmo quando ha invasao linfatica.

Terapias complementares a cirurgia tém sido utilizadas nas cadelas com cancer
de mama, como a quimioterapia tradicional (LAVALLE et al., 2012; TRAN et al., 2014;
ARENAS et al., 2016), quimioterapia metronémica (LONDON et al., 2015; SANTOS et
al., 2016), inibidores da tirosina-kinase, desmopressina (HERMO et al., 2011) e terapia
com anti-inflamatérios inibidores da enzima COX-2 (LAVALLE et al., 2012; TRAN et
al., 2014; ARENAS et al., 2016).

A quimioterapia antineoplasica ¢ a modalidade de tratamento neoadjuvante ou
adjuvante a cirurgia, indicada nos casos em que existe metéastase a distancia, invasdo
linfatica ou sanguinea e em tipos tumorais mais agressivos, que estdo relacionados a um
pior progndstico (GOLDSCHMIDT et al., 2011; SLEECKX et al., 2011; SORENMO et
al., 2013; CASSALLI et al., 2014). Os protocolos propostos na literatura consistem na
utilizacdo de varias substancias antineoplasicas, de forma individual ou combinada, como
doxorrubicina, ciclofosfamida, 5-fluoracil, gencitabina, docetaxel, mitoxantrona,
cisplatina e carboplatina (KARAYANNOPOULOU et al., 2001; SIMON et al., 2006;
MARCONATO et al., 2008; LAVALLE et al., 2012; CASSALI et al., 2014; TRAN et
al. 2015; ARENAS et al., 2016).

A cisplatina é um derivado de platina que provoca nefrotoxicidade
potencialmente irreversivel, além de ser dose-cumulativa (NEVES; VARGAS, 2011). Em
contrapartida, a carboplatina, derivado de segunda geragdo da platina, € menos
nefrotdxica que a cisplatina, ndo sendo necessario induzir a diurese salina (RODASKI,
DE NARDI, 2008). Sua estrutura difere da cisplatina pela presenca de ligantes do tipo
carboxilato no lugar dos ligantes abandonadores cloreto, conferindo maior solubilidade

em agua, comparado a cisplatina (WHEATE et al., 2010). A carboplatina também ¢
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menos reativa, ligando-se em menor extensao as proteinas do plasma, além de ser mais
facilmente excretada pela urina (NEVES; VARGAS, 2011). Todos estes fatores reduzem
a toxicidade da carboplatina, 0 que aumenta a dose da droga tolerada pelo organismo
(RODASKI; DE NARDI, 2008).

O mecanismo de agéo da carboplatina envolve a inativacdo das fitas de DNA no
nacleo celular, principalmente na fase S da divisdo celular (RODASKI; DE NARDI;
2004; ALMEIDA et al., 2005). Em pesquisas in vitro, os agentes platinados mostraram
maior atividade antitumoral do que a doxorrubicina, o que justifica os estudos com a sua
utilizagdo na terapia para pequenos animais (SIMON et al., 2001). Em estudo prospectivo
randomizado, Lavalle e colaboradores (2012) atestaram beneficio do tratamento
complementar a cirurgia em cadelas, com a utilizacdo da carboplatina na dose de 300
mg/m?, em trés sessdes com intervalos de 21 dias como agente antineoplasico tnico. Com
este protocolo terapéutico, os autores observaram maior sobrevida global nas cadelas
portadoras de neoplasia mamaria, quando comparadas com animais tratados apenas com
cirurgia.

Dentre os efeitos colaterais mais comumente observados da carboplatina estdo
as alteracBes renais, sendo necessaria avaliacdo da funcdo renal antes e durante o
tratamento, além de efeitos gastrointestinais como anorexia, émese e constipacao,
também podendo ocorrer as alteracfes hepaticas (RODASKI; DE NARDI, 2008).
Entretanto, o principal efeito colateral da carboplatina é hematoldgico, que se manifesta
principalmente por leucopenia, podendo também ocorrer anemia (LANA et al., 2007). A
mielossupressao € observada entre 10 e 14 dias, periodo denominado “nadir da droga”, e
pode ser severa (GOTTESMAN, 2002). O nadir do quimioterapico corresponde ao tempo
transcorrido entre a aplicacdo da droga e a ocorréncia do menor valor de contagem
hematoldgica (RODASKI; DE NARDI, 2008).

A observacdo de que grandes percentuais dos tumores mamarios das cadelas
expressam a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) tem sido importante para justificar a
utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroides na terapia complementar dos pacientes
(LAVALLE et al., 2009; TRAN et al., 2014; ARENAS et al., 2016). Lavalle e
colaboradores (2009) identificaram, em 96,6% dos animais por eles pesquisados, a
presenca da COX-2 em variadas concentracfes e observaram aumento na sobrevida

global com este tratamento complementar a cirurgia, associado ou nao a quimioterapia
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antineoplasica com carboplatina. Arenas e colaboradores (2016) identificaram
positividade para COX-2 em todos os animais da sua pesquisa, sugerindo aumento de
sobrevida global e de tempo livre da doenca com a utilizacdo de inibidores da COX-2
como tratamento adjuvante a cirurgia.

E crescente o nimero de estudos que buscam novas abordagens terapéuticas
adjuvantes em cadelas portadoras de carcinoma mamario, a exemplo da naltrexona. A
naltrexona em doses baixas possui a capacidade de reduzir os efeitos colaterais da
quimioterapia, estimular o sistema imunologico e promover 0 bem-estar, podendo ser
utilizado como tratamento isolado ou combinado a cirurgia e quimioterapia (DONAHUE
etal., 2011).

A naltrexona em baixas doses (0,05 mg diariamente) antes de dormir, atua na
hipdfise e na supra-renal, ocupando de forma reversivel os receptores opioides endégenos
(mu, kappa e delta) por 3 a 4 horas (LEE; FUJIOKA, 2009). Apos este periodo a
naltrexona se desliga destes receptores, fazendo com que o organismo aumente em duas
a trés vezes a producdo de peptideos opioides enddgenos (beta-endorfina e meta-
encefalina, na hipdfise e supra-renal, respectivamente) como resposta tipo “feedback”
positivo, as quais saturam estes receptores quando a naltrexona deixa de ocupa-los
(ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005). Em um estudo realizado com cadelas submetidas a
quimioterapia, a naltrexona em doses baixas representou uma alternativa viavel de
tratamento adjuvante, pois aumentou as concentracdes de beta-endorfina e meta-
encefalina e estimulou a resposta dos linfocitos CD8", proporcionando manutencdo da
qualidade de vida e contribuindo para o0 aumento na taxa de sobrevida destes pacientes
(CARNEIRO, 2015).

Neste sentido, associada a terapia adjuvante e neoadjuvante, a medicina
complementar e alternativa tem ganhado destaque por ser utilizada nos tratamentos de
cancer de mama em mulheres, principalmente a acupuntura e a eletroacupuntura, no
controle e alivio da dor oncologica e pos-operatédria. A eletroacupuntura consiste em
técnica complementar a acupuntura, em que é realizada a passagem de corrente elétrica
através das agulhas (SCOGNAMILLO-SZABO; BECHARA, 2010). O efeito analgésico
produzido pela eletroacupuntura é influenciado pelos pontos de acupuntura estimulados,

frequéncia elétrica (Hz/s), intensidade da descarga, além da liberacdo de opioides
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enddgenos, a exemplo das endorfinas, encefalinas e dinorfinas (TAFFAREL; FREITAS,
2009; GAKIYA et al., 2011; CASSU et al., 2012).

A eletroacupuntura tem se mostrado uma terapia capaz de promover analgesia
poOs-operatdria compativel com aquela obtida com a utilizacdo de opioides (CASSU et
al., 2008), com a vantagem de ser um método pratico, com minimos efeitos indesejaveis
e de custo acessivel (ESPER, 2005; CASSU et al., 2008; SANTOS, 2014). Em um estudo
com cadelas submetidas a mastectomia e ovariectomia, foi avaliado o efeito analgésico
trans e pds-operatorios da eletroacupuntura em onda denso-dispersa na frequéncia de 20
Hz e observou-se que este efeito foi capaz de promover a¢do antinociceptiva superior ao
obtido com a morfina (PEREIRA, 2016).

Segundo Novosad (2003), a radioterapia e a hormonioterapia sdo considerados
métodos alternativos para o tratamento dos tumores mamarios, sendo ainda pouco
utilizados na medicina veterinaria em virtude da escassez de estudos realizados em cées.
A dificuldade em se obter sucesso na radioterapia em animais esté relacionada com o
custo, programas de tratamento e indisponibilidade de técnicos e aparelhos
especializados, no entanto apresenta resultados satisfatorios para qualidade de vida do
paciente e estética (RODASKI; PIEKARZ, 2009; MORETTO; CORREA, 2013).

No que concerne a hormonioterapia, este tratamento esta indicado em tumores
que exibam positividade para receptores de estrégeno, progesterona ou prolactina. Na
medicina, a terapia hormonal é considerada o tratamento de rotina, notadamente pela
utilizacdo do citrato de tamoxifeno, que atua como um inibidor seletivo dos receptores de
estrogeno na glandula mamaria (JORDAN, 2006). Contudo, devido ao elevado risco de
desenvolvimento de incontinéncia urinéria e piometra em cadelas, a administracdo do
tamoxifeno € indicado apenas para cadelas esterilizadas (TAVARES et al., 2010).

Outrossim, terapéuticas especificas para o bloqueio das atividades de receptores
hormonais como o receptor de crescimento epidérmico (HER2) e a concentracdo de
receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), que sdo receptores dos fatores de
crescimento epidérmico, tem sido amplamente estudada em neoplasias mamarias
humanas, a exemplo do trastuzumabe, imatinibe, bevacizumabe, cetuximabe, gefitinibe e
erlotinibe (LEITE et al., 2012). As mutacfes nestes proto-oncogenes estdo entre as
principais alteragBes genéticas relacionadas com o desenvolvimento do cancer em seres
humanos (YAZJI et al., 2004; BHARGAVA et al., 2005). Contudo, alteragcdes de HER2
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e EGFR j& foram detectadas nos tumores mamarios da cadela, mas o seu papel na génese
e progressdo dos tumores mistos € desconhecido (GERALDES et al., 2000; DUTRA et
al., 2004; BERTAGNOLLI et al., 2011; DAMASCENO et al., 2016a).

Na literatura ha mencao do uso da imunoterapia como tratamento adjuvante em
neoplasias mamarias, com aumento do tempo de sobrevida e regressdo de metéstases
pulmonares (LANA et al., 2007). Em um estudo observou-se que a administracéo de BCG
(Bacilo Calmette-Guérin) em cadelas com tumores mamarios, em intervalos de uma, duas
e quatro semanas e entdo a cada oito semanas, até completar um ano pos-cirurgico, foi
associada a um aumento de sobrevida (NUNES et al., 2011).

Por conseguinte, dada a complexidade no desenvolvimento do processo tumoral
mamario, as modalidades terapéuticas tém sido cada vez mais alvo de constante
atualizacdo, com tendéncias para preconizacdo de tratamentos combinados e
personalizados (KARAYANNOPOULOU; LAFIONIATIS, 2016).

4.4 IMUNOLOGIA TUMORAL NOS TUMORES DE MAMA

O sistema de defesa dos mamiferos apresenta dois tipos de resposta imune, a inata
e a adaptativa, que tem papel essencial na sobrevivéncia das espécies. A imunidade inata
é constituida pelas barreiras fisicas e quimicas, células NK, células fagocitarias
(neutréfilos e macrofagos), células dendriticas, sistema complemento, além de proteinas
mediadoras da inflamacdo e citocinas. Os componentes da imunidade adaptativa sdo 0s
linfocitos T e B, representando a resposta imune celular e humoral, respectivamente
(HARRIS; DRAKE, 2013; VARN et al., 2016), formando barreiras de defesa contra
substancias estranhas e células alteradas, antes que formacgfes neoplasicas avancem
(ABBAS; LICHTMAN, 2012).

O cancer € caracterizado por um processo progressivo de células transformadas e
a defesa eficaz requer a destruicdo de células malignas. Para isso, é necessario o sistema
imunoldgico distinguir entre as células tumorais e as células normais (VISSER et al.,
2006). Porém, muitos tumores continuam a progredir, 0 que demonstra uma falha da
funcdo de protecédo do sistema imune (VISSER et al., 2006; HANAHAN; WEINBERG,

2011), sendo a evolucdo tumoral composta pela fase “in situ”, crescimento, invasao,
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extravasamento e metéstase, quando as células tumorais interagem com o microambiente,
sofrendo influéncia de sinais, que podem contribuir com o processo inflamatério e para a
resposta imune anti-tumoral (YAQUB; AANDAH, 2009).

Hé mais de um século, foi proposto por Ehrlich (1909) o conceito de “vigilancia
imunologica” no combate ao cancer, indicando células que mantinham os tumores
controlados. Ao longo do tempo, Thomas (1959) e Burnet (1970) acrescentaram a essa
proposta inicial, a informacéo de que o sistema imune faz o reconhecimento de células
anormais e promove a sua eliminacao como forma de protecdo. Todo esse antigo conceito
se sustenta pela evidéncia de que a replicacdo celular gera células defeituosas, malignas
ou potencialmente malignas, ao longo da existéncia dos organismos e que o0 sistema
imune € o responsavel pelo controle dessas alteracGes, promovendo mecanismos de
eliminacdo dessas células (MELVOLD; STICCA, 2007).

As respostas inflamatérias influenciam em diferentes estagios do
desenvolvimento tumoral (FINN, 2008; MORRISON, 2012). O aumento da producéo de
citocinas, quimiocinas, expressdo de oncogenes, ciclooxigenase 2, dentre outros
mediadores pré-inflamatorios, potencializam a proliferacao de células tumorais, aléem de
caracteristicas deletérias como invasdo, angiogénese, metastases, quimioresistencia e
radioresistencia (AGGARWAL et al., 2006; BARKWILL; MANTOVANI, 2010; SETHI
et al., 2012). Sugere-se que a inflamacao cronica seja muito importante por potencializar
o0 desenvolvimento do cancer (VASSELE et al., 2011; MORRISON, 2011).

A primeira linha do mecanismo de defesa é a imunidade inata, entretanto ndo
apresenta memoria e é inespecifica ao antigeno (SNYDER, 2009). A principal via efetora
dessa resposta € através das células NK, que liberam perforinas, que formam poros nas
membranas celulares e permitem a penetracdo das granzimas, que induzem a apoptose
(ABBAS; LICHTMAN, 2012). A acdo das células NK sofre regulacdo de sinais
inibitorios e estimulantes, sendo importantes quando ha queda da expressdo MHC classe
I nas células tumorais, ndo permitindo a evasdo das mesmas dos linfocitos T citotoxicos
(MORETTA et al., 2002). Estudos de Green e colaboradores (2013) e de Santos e
colaboradores (2014), observaram que pacientes humanos com metastases apresentavam
menos células NK em sangue periférico, se comparados com pacientes que néo

apresentavam metastases, sendo que os motivos ainda néo sao claros.
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A resposta adaptativa humoral provém da ativacdo dos linfdcitos B que pode gerar
a producdo de anticorpos especificos para 0 combate de antigenos tumorais, através da
ligacdo dos mesmos, realizando o combate a varios antigenos que amplia
significativamente a vigilancia imunoldgica do organismo hospedeiro (MELVOLD;
STICCA, 2007; SPANER; BARROLO, 2011). Os linfécitos B reconhecem antigenos
extracelulares e se diferenciam em células secretoras de anticorpos, funcionando como
mediadores da imunidade humoral (ABBAS; LICHTMAN; 2005).

O papel dos linfocitos T é também um paradoxo que cerca a resposta adaptativa
celular. Apesar da evidencia de que eles podem destruir células tumorais in situ, essas
respostas parecem frequentemente ineficazes na destruicdo do cancer estabelecido
(MACCHETI et al, 2006; CURIGLIANO, 2011). Barreiras que impossibilitam o
reconhecimento dos tumores por células imunes, como o0 sequestro de antigenos
associados aos tumores, a diminuicdao de moléculas de histocompatibilidade (MHC) ou a
perda de co-estimulacdo de moléculas requeridas por células T citotdxicas, geram o que
se chama “disfuncdo imune”, que impossibilita o combate e¢ eliminacdo do tumor
(MACCHET!I et al, 2006; SHEU et al., 2008).

A eliminacdo das células neoplasicas pelas células T CD8", se sustenta pela
apresentacdo de forma eficiente dos peptideos, que sdo derivados de antigenos tumorais
pelas moléculas de MHC | (SCHAROVSKY et al., 2006). Apds o reconhecimento dos
peptideos tumorais associados ao MHC |, o linfocito T CD8 sdo ativadas e capazes de
eliminar células tumorais por apoptose, utilizando os mecanismos de liberacdo de
perforinas, granzimas, FAS ligante e citocinas (NARENDRA, 2013; POGGI et al., 2014).

Em relacdo a disfungdo imune que parece estar presente no paciente com cancer,
as respostas envolvendo as células T citotoxicas (CD8*), Células T helper 1 (Thl) e
células natural killer (NK), parecem proteger contra a progressao tumoral. Por outro lado,
respostas imunes envolvendo células B e ativacdo de imunidade humoral cronica,
polarizada em células T helper 2 (Th2) e a polarizag&o de células inflamatorias inatas no
tumor, podem propiciar o desenvolvimento e progressdo tumoral. O equilibrio entre
resposta citotoxica e resposta humoral pode ser regulado pelo sistema imunol6gico do
individuo (DENARDO; COUSSENS, 2007; CURIGLIANO, 2011).

A ativacdo de linfécitos T CD4 pode ser classificada em Thl e Th2, sendo que a

primeira libera interferon gama (IFNg), fator de crescimento tumoral beta (TGF b), fator
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de necrose tumoral (TNF) e interleucinas 2 (IL-2), que sdo citocinas que parecem
cooperar com a funcdo de combate tumoral junto aos linfocitos T citotoxicos. Em
contraponto, as células Th2 expressam interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13, que promovem perda
de citotoxidade, aumentando a imunidade humoral. Conclui-se assim que as células Thl
beneficiam a funcdo antitumoral, enquanto a Th2 reduz a imunidade antitumoral e
aumenta a resposta humoral (GOTO et al., 1991; DENARDO; COUSSENS, 2007).

As células T reguladoras sdo linfocitos com propriedades imunossupressoras que
podem inibir uma resposta antitumoral, provocando prejuizos ao hospedeiro. Através da
supressao das funcbes de ativacdo das células T virgens e efetoras, as células T
reguladoras podem desempenhar um papel deletério na resposta imune tumoral
(SAKAGUCHI et al., 2009; CURIGLIANO, 2011; TANCHOT et al., 2013).

Células mieloides imaturas expressam MHC de classe I, sugerindo a inducdo de

células T citotdxicas através da ligacdo ao complexo receptor, quando auséncia de sinais
coestimuladores (ALMAND, 2001; OSTRAND-ROSENBERG; SINHA, 2009).
Um subconjunto de células T helper, denominadas Th17, que secreta IL-17, IL-21, IL-
22, foram sugeridas como importantes para a imunidade antitumoral, porém, essa
informacdo parece controversa. Embora estudos indiquem que a Th17 déo suporte a uma
atividade antitumoral positiva, as células Th17 em localizagdo intratumoral podem ser
responsaveis por inflamacdes cronicas, promovendo evolucao tumoral (KRYCZEK et al.,
2009; MARTIN et al., 2012). Pacientes humanos com cancer de mama podem apresentar
imunossupressao em sangue periférico mediado pelo tumor primario, tornando células
tumorais circulantes um biomarcador de imunossupressdo mediada pelo tumor no
microambiente primario (MOHME et al., 2016).

Apesar do crescente nimero de estudos, ainda pouco se sabe sobre os leucécitos
circulantes e infiltrados inflamatdrios tumorais e suas relagdes com a progressao do
cancer em caninos (ESTRELA-LIMA et al., 2010; KIM et al., 2010; SAEKI et al., 2012;
ESTRELA-LIMA et al.,, 2012; KIM et al.,, 2012; ESTRELA-LIMA et al., 2013;
CARVALHO et al., 2014;). Estudos focados na relacdo entre inflamacao e cancer foram
realizados em alguns tipos de tumores em cdes, tais como: histiocitoma cutaneo
(COCKERELL; SLAUSON, 1979), papiloma oral (KNOWLES et al., 1996), tumor
venéreo transmissivel (PEREZ et al., 1998) e seminomas (GRIECO et al., 2004). Nestes
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estudos, a relagdo entre o aumento do infiltrado de linfocitos T e regressdo espontanea ou
estabilizacdo do crescimento tumoral foi notoria.

Nos ultimos anos, também tem sido dado destaque ao perfil imunologico nos
estudos envolvendo neoplasias mamarias caninas (ESTRELA-LIMA et al., 2010; 2012;
KIM et al., 2013; ESTRELA-LIMA et al., 2013). Contudo, o papel das células T no
desenvolvimento destas neoplasias precisa ser melhor elucidado. Nos tumores mamarios
caninos, um maior infiltrado de linfécitos T tem sido relacionado a malignidade
(ESTRELA-LIMA et al., 2010; SAEKI et al., 2012), assim como uma maior razao T/B
tem associa¢do com invasdo linfatica e grau histolégico (KIM et al., 2013), o que sinaliza
que as células linfociticas contribuem para a criagdo de um microambiente favoravel a
agressividade tumoral.

Carvalho e colaboradores (2011) ao avaliarem a presenca de linfocitos CD3*
intratumoral, na periferia do tumor e em uma glandula mamaria livre de tumor
observaram que pacientes com menor sobrevida global apresentaram maior infiltrado
intratumoral de CD3". Estes autores levantaram a hip6tese de que uma maior infiltracdo
de linfécitos T CD3" nas areas ndo tumorais pode estar relacionado a progressao do tumor,
reforcando o papel da resposta imune no desenvolvimento tumoral.

Estrela-Lima e colaboradores (2010) ao estudarem as fragcdes de linfocitos T
CD4* e CD8" demonstraram uma predominancia de linfécitos em infiltrado tumoral,
sendo 0 CD4" prevalente em tumores de pacientes com metastases e CD8" em pacientes
de melhor prognédstico. Quando foi avaliada a proporcdo das fracGes, alta razdo entre
CD4*/CD8" foi associada a menor sobrevida e, por isso, proposta a razdo CD4*/CD8" >
1.8 como biomarcador prognostico. Felsburg (2002) relata o intervalo da razdo
CD4*/CD8* de 1.5 a 2.0 como dentro dos parametros de normalidade para cdes saudaveis
de até 12 meses. Apds esse periodo a fracdo CD8" tende a aumentar gradualmente e
estabilizar resultando na diminuigdo da razdo CD4*/CD8" (FALDYNA et al., 2001;
BLAUNT et al., 2005).

O aumento de células T reguladoras (Treg) foram observadas em sangue
periférico e nos linfonodos regionais de cdes com neoplasia (BILLER et al., 2010), sendo
descrito no estudo de Kim e colaboradores (2012) uma associagdo entre aumento de Treg,
invasdo linfatica e alto grau histolégico. Esses achados sugerem que as células Treg

podem desempenhar um importante papel na progressao dos tumores mamarios em caes.
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Esse estudo sugere também a utilizacdo dos valores de Treg como fator prognéstico do
paciente.

Para Estrela-Lima e colaboradores (2010), a maior estabilidade imunoldgica
resulta da relacdo de proporcionalidade dos linfécitos T (CD4* e CD8*) em cadelas
portadoras de tumores mamarios e a avaliacdo desta razdo pode ser utilizada como
biomarcador progndstico capaz de segregar cadelas com alta probabilidade de
sobrevivéncia, podendo assim, influenciar em condutas terapéuticas na rotina clinica

oncologica.

4.5 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

Marcadores tumorais sdo substancias presentes no tumor, no sangue ou em
outros liquidos biolégicos, produzidos primariamente por ele ou, secundariamente pelo
paciente, em resposta a presenca do tumor e poder ser classificados como fatores
prognosticos e/ou preditivos. Fatores progndsticos sdo caracteristicas especificas de
individuos e dos processos relativos aos seus tumores que permitem antever a evolucao
clinica do paciente, sem a interferéncia de terapias complementares, além da cirtrgica
(ALLRED et al., 1998). Ja os fatores preditivos sdo caracteristicas que permitem
selecionar pacientes e direcionar terapias especificas, tracando esquemas terapéuticos
individualizados (MARINHO et al., 2008).

O conhecimento acerca dos fatores progndsticos e preditivos é de extrema
importancia, uma vez que pacientes oncoldgicos clinicamente semelhantes podem
apresentar neoplasias morfologicamente parecidos, no entanto com comportamentos
bioldgicos completamente distintos (ZUCCARI et al., 2008). Essas informacdes,
certamente, direcionam a condutas terapéuticas diferenciadas onde alguns individuos com
pior prognoéstico tem a necessidade de tratamento complementar, outros apresentam
melhor prognostico e por isso dispensam terapias adjuvantes, além dos casos em que é
possivel estabelecer protocolos de tratamento mais especificos e personalizados
(CLARK, 1996).

Alguns fatores prognosticos ja sdo bem estabelecidos na avaliagcdo do cancer de

mama em ambas as espécies humana e canina, tais como o tamanho do tumor, tipo
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histoldgico e graduacgdo histologica (CAVALCANTI, 2006b). O fator prognostico mais
utilizado na rotina oncoldgica é o estadiamento clinico, realizado com base no sistema
TNM (modificado de Owen, 1980) onde leva-se em consideracdo o tamanho do tumor
(T), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a
distancia (M). A partir da avaliacdo dos escores, sdo atribuidos estadios que variam de |
a V e quanto maior o estadio, pior a expectativa de vida do paciente. O tamanho tumoral
(T) é considerado por muitos pesquisadores a caracteristica mais importante, sendo por si
s6 um fator progndstico independente (SORENMO et al., 2003; CAVALCANTI, 2006).
Tumores menores que trés centimetros, de forma geral, conferem melhor progndstico
(T1). J& os tumores maiores que cinco centimetros, via de regra, apresentam
comportamento maligno, alta taxa de proliferacdo celular e independéncia hormonal
(FERREIRA et al., 2009), consequentemente, pior prognostico com menor tempo de
sobrevida global. Nestes casos, deve ser considerada a necessidade de tratamento
complementar a cirurgia (CAVALCANT], 2006).

O comprometimento do linfonodo regional ou mais linfonodos (N1) indica que
a doenca ja saiu dos limites do sitio inicial. A invasdo linfatica confere uma menor
expectativa de sobrevida global ao paciente (YAMAGAMI et al., 1996). Aradjo e
colaboradores (2015) concluiram que o aumento do nimero de linfonodos acometidos é
inversamente proporcional ao progndstico e sobrevida. J& o diagndstico de metéstase a
distdncia (M1) confere um progndstico ainda pior, devido a disseminacgdo sistémica da
doenca e reducdo do tempo de sobrevida da paciente.

A classificacdo histopatoldgica é considerado um fator prognostico
independente no céncer primario de mama tanto na mulher quanto na cadela. Esta
ferramenta define o tipo e subtipo tumoral, sendo importante para reconhecimento do
comportamento biolégico do tumor, bem como para embasar medidas terapéuticas,
clinicas e cirurgicas (CALDAS et al., 2016). A partir da avaliacdo microscépica ainda é
possivel determinar a graduacdo histologica do tumor, ou seja seu potencial de
malignidade que é estabelecido com base em critérios como o indice de formacao tubular,
o pleomorfismo nuclear e a contagem mitética (ELSTON; ELLIS, 1991; CASSALI et al.,
2014).

No cancer de mama, o0 estudo da expressdo de proteinas especificas como

marcadores de fator progndstico e preditivo tém se revelado importante ferramenta de
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trabalno na rotina diagnostica e de pesquisa nas espécies humana e canina
(KANDIOLER-ECKERSBERGER, 2000). Entre essas proteinas podemos citar:
receptores hormonais (estrogeno e progesterona); proteina dos genes BRCA 1 e p53
(supressores tumorais); marcadores de proliferacdo celular (MIB-1/Ki67), e o0 proto-
oncogene c-erbB-2/HER-2 receptor do fator de crescimento epidérmico (ZUCARI et al.,
2008; CASSALI et al., 2014; GOLDSCHMIDT et al., 2017).

A expressdo dos receptores hormonais de estrégeno (RE) e progesterona (RP),
sabidamente, apresenta relacdo com maior sobrevida e melhor progndéstico (MISDORP,
2002). Em neoplasias mamarias malignas, a reducdo de expressdao destes receptores
denota independéncia hormonal, sugerindo maior autonomia das células tumorais
(GERALDES et al., 2000). Outro importante marcador prognéstico é o indice de
proliferacdo celular avaliado através da expressdo de Ki67 pela técnica de imuno-
histoquimica. Esta proteina nuclear esta presente em todas as fases do ciclo celular, exceto
na fase de repouso (BUITRAGO et al., 2011) e apresenta-se notavelmente mais expressa
em tumores de carater maligno, sobretudo nos menos diferenciados (GAL et al., 2015).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (HER-2) é um proto-oncogene
geralmente superexpresso em neoplasias mais agressivas, tem relagdo com
desenvolvimento de metéstase e aumento da expressdo do marcador Ki67 (NOVAK et
al., 2005). Essa condicdo, também esta associada a resisténcia a alguns tipos de
tratamentos (FERRERO-POUS et al., 2000) e ao maior risco de recidiva local (PRESS et
al., 1997), porém a presenca do receptor também indica possibilidade de utilizacdo de
terapias especificas, sendo portanto, um importante fator preditivo (PICCARD-
GEBHART et al., 2005; GRINGAS et al., 2015). Na literatura veterinéria, a avaliacdo da
expressao de HER-2 € bastante estudada em cadelas e gatas com neoplasias mamarias,
entretanto, devido a grande variabilidade de resultados, ainda existem muitas
controvérsias quanto ao seu papel como fator progndstico nestas espécies (GERALDES
et al., 2000; DUTRA et al., 2004; BERTAGNOLLI et al., 2009; PENA et al., 2014).

Outros exemplos de marcadores utilizados na avaliagdo do microambiente
tumoral incluem o CD31, marcador de endotélio vascular altamente expresso durante o
processo de angiogénese e, portanto, estd relacionado a maior agressividade tumoral
(LAVALLE et al., 2009; MOHAMED et al., 2011); moléculas de adesdo como a E-

caderina ou B-catenina, cuja expressdo indica manutencdo da compactacdo das células,
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deixando o tecido tumoral mais estavel e menos sujeito ao desenvolvimento de metastases
(GLOUSHANKOVA, 2008); além do gene supressor tumoral (P53), denominado
“guardido do genoma” que tem o importante papel de bloquear a progressao da divisdo
de células defeituosas e, também, caso falhe nesse primeiro episodio, tem a funcgéo de
disparar a cascata de apoptose (EISENBERG; KOIFMANN, 2001). Mutagdes nesse gene
podem desencadear a transformacao de células neoplésicas, por isso sendo considerado
um proto-oncogene.

Um importante marcador prognostico e preditivo utilizado na rotina oncolégica
¢ a ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-2 tem importante papel nos processos
inflamatorios e sua expressdao também tem sido associada ao crescimento tumoral,
invasdo e desenvolvimento de metastases (GOTELY, 2000). Esta enzima atua também
no fator de crescimento tumoral, podendo inibir a apoptose (GOTELY, 2000; LI, 2004).
Em carcinomas mamarios, o uso de inibidores da COX-2 seletivo tem sido relacionado a
supressdo do crescimento de células tumorais (SAITO et al., 2014), assim como com
aumento de sobrevida, sendo considerado um importante fator preditivo (LAVALLE et
al., 2009; TRAN et al., 2014; ARENAS et al., 2016). Souza e colaboradores (2009)
também observaram melhora de condicdo clinica, controle da doenca e aumento de
sobrevida global em cadelas diagnosticadas com carcinoma inflamatério. Este tipo de
terapia tem sido recomendada devido a auséncia de mecanismos de resisténcia e efeitos
colaterais menos severos nas pacientes (TRAN et al., 2014).

A avaliacdo do infiltrado inflamatdrio presente no microambiente tumoral, em
especial nos tumores mamarios, também tem despertado grande interesse na oncologia
humana e atualmente também na veterindria como um possivel marcador progndstico.
Acredita-se que a depender dos tipos e subtipos celulares envolvidos e da intensidade da
inflamacédo, observam-se diferentes funcGes na progressao ou regressdo tumoral, na
resposta ao tratamento, bem como, nas taxas de sobrevida (ESTRELA-LIMA et al., 2010;
HEYS et al., 2012; KIM et al., 2012; SAEKI et al., 2012).

Nas mulheres, estudos demonstram que 0s carcinomas mamarios sao infiltrados
por diversos tipos de leucdcitos, predominantemente macrdfagos e linfocitos T, que
desempenham fung¢bes imunomoduladoras. A identificacdo de subpopulacdes de
linfocitos T CD4" e CD8", macrofagos e citocinas (IL-2, IL-6, IL12, dentre outras) pode
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auxiliar a indicagdo progndstica de mulheres com céncer de mama de forma eficaz e
sensivel (CAMPBEL et al., 2005; MATKOVSKI et al., 2009).

Stewart e Heppner (1997) concluiram que um maior infiltrado linfocitico pode
estar relacionado a recidiva tumoral de cancer de mama em mulheres jovens. Isto, por
que, mesmo que o tumor esteja repleto de células inflamatdrias, existe uma incapacidade
imunologica em barrar ou frear o desenvolvimento tumoral. Por outro lado, DeNardo e
Coussens (2007) concluiram que a presenca de linfocitos T em tumores de crescimento
rapido apresenta uma correlacdo positiva com a auséncia de metastase em linfonodo
regional, menor graduacdo histolégica e maior sobrevida global, o que o habilita como
um indicador progndstico relevante.

O estudo realizado por Estrela-Lima e colaboradores (2010), analisando o
infiltrado inflamatorio associado ao tumor em cadelas, além de definir o linfocito como
principal tipo celular, seguido dos macrofagos, também revelou ser os linfocitos T CD4*
predominantes nos carcinomas e carcinoma em tumor misto com metéastase, e as células
T CD8" relacionadas aos carcinomas em tumores mistos sem metastases, ou seja, T CD4*
relacionado a evolucao neoplésica enquanto T CD8* ao combate tumoral.

Em medicina, os marcadores séricos também sdo extremamente importantes
para avaliacdo do curso da doenca. A analise de CEA, CA15.3 e das enzimas LDH e
fosfatase alcalina auxiliam no prognoéstico e deteccdo de recidivas em mulheres com
cancer de mama, enquanto as dosagens de proteinas totais e albumina auxiliam na
avaliacdo do estado nutricional da paciente (SOUZA, 2002; ALMEIDA et al, 2005). O
CA15.3 possui importancia fundamental no acompanhamento da evolugéo do cancer de
mama na mulher, podendo preceder os sinais clinicos em até 13 meses e na avaliacao de
falha ou sucesso terapéutico (WU et al, 2010). Sua sensibilidade varia de acordo com a
massa tumoral e o estadiamento clinico da doenca (ALMEIDA et al, 2005), apresentando
niveis séricos elevados em 60 a 80% das pacientes com metastases em cancer de mama
(CHEUNG et al, 2000). Em medicina veterinaria esses marcadores ainda sdo pouco
estudados. Campos e colaboradores (2012) avaliaram as concentracGes séricas de CEA,
CA15.3, fosfatase alcalina e LDH em cadelas higidas e cadelas com cancer de mama com
e sem metastase e verificaram uma correlagdo entre o marcador tumoral sérico CA15.3 e

o0 estadiamento do cancer de mama na cadela.
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Em um estudo para determinacao do perfil de leucdcitos no sangue periférico de
cadelas com carcinomas mamarios, Estrela-Lima e colaboradores (2012) observaram que
os linfécitos T CD4" estdo associados a progressdo tumoral, enquanto os linfocitos T
CD8" inibem o desenvolvimento tumoral. A partir desta analise, os autores propuseram a
utilizacdo de dois pardmetros como biomarcadores, a razdo CD4*/CD8" e a Intensidade
Média de Fluorescéncia do MHC em mondcitos os quais apresentaram significativo valor
clinico e progndstico, possibilitando a segregacdo de cadelas com alta probabilidade de
sobrevivéncia ou morte, respectivamente. Estudos com essa tematica podem auxiliar a
melhor compreensdo sobre a heterogeneidade imunoldgica dos carcinomas mamarios
caninos, fornecendo ferramentas alternativas no estabelecimento de possiveis protocolos
terapéuticos baseados no perfil imunofenotipico desses tumores.

Todas as ferramentas capazes de auxiliar no diagndstico precoce e
monitoramento da doenca sdo de extrema importancia para determinar o progndéstico para
0 paciente. Desta forma, a forte associacdo entre tumores mamarios nas cadelas e
leucdcitos, presentes em infiltrados tumorais ou no sangue periférico, representa
perspectivas para a utilizacdo do perfil imunoldgico do paciente, como possiveis

biomarcadores progndsticos e preditivos



31

5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo ocorreu dentro das normas de uso e experimentacdo animal,
com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (EMEVZ) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), sob
protocolo de n® 11/2013 (Anexo 1).

5.1 LOCAL DE EXECUCAO DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital de Medicina Veterinaria Professor
Renato Medeiros Neto (HOSPMEV/UFBA), na cidade de Salvador, Bahia e envolveu os
seguintes setores: Clinica e Cirurgia de Pequenos Animais, Diagnostico por Imagem,
Laboratorio de Analises Clinicas e Laboratério de Patologia Veterinaria. Como
instituicGes parceiras, participaram da pesquisa o Centro de Pesquisas René Rachou -
Fundacdo Oswaldo Cruz (Belo Horizonte, Minas Gerais) e o Centro de Pesquisas
Gongalo Muniz - Fundagdo Oswaldo Cruz (Salvador, Bahia), representado pelo
Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX) e o Laboratério de Chagas
Experimental, Autoimunidade e Imunologia Celular (LACEI).

5.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram selecionadas 100 fémeas caninas, de diferentes racas, com idade variando
entre cinco a 18 anos, atendidas no HOSPMEV/UFBA, no periodo de marco de 2014 a
fevereiro de 2016. Nenhum dos animais estudados fez uso prévio (minimo de trinta dias)
de farmacos antineoplasicos ou antiinflamatdrios, sendo este aspecto um critério de
excluséo dos animais na pesquisa. Todas as cadelas eram domiciliadas e participaram da
pesquisa com autorizagao dos tutores por meio de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 2).

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: Grupo 1: Controle,

constituido por fémeas higidas, sem histérico de neoplasia mamaria; Grupo 2, animais
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com diagndstico histopatolégico de Carcinoma em Tumor Misto (MCT); e Grupo 3,
animais com diagnostico histopatologico de outros Carcinomas (MC). Os Grupos 2 e 3
ainda foram subdivididos de acordo com o tratamento em: tratados apenas com cirurgia

e tratados com cirurgia e quimioterapia, conforme demonstrado na Figura 1.

N=100
Cadelas

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Controle MCT MC
N=10 N= 60 N=30
| | [ |
Cirurgia Cirurgia + Cirurgia Cirurgia +
Quimioterapia Quimioterapia
N=40 N=20 N=18 N=12

Figura 1 - Organograma dos grupos experimentais participantes da pesquisa. Grupo 1,
correspondente ao grupo controle, constituido por cadelas higidas; Grupo 2, cadelas
com MCT, subdivididas em tratamento com cirurgia e; tratadas com cirurgia e
quimioterapia. Grupo 3, cadelas com MC subdivididas em tratamento com cirurgia
e; tratadas com cirurgia seguido quimioterapia.

5.3 AVALIACAO PRE-OPERATORIA

Inicialmente, todos os animais com suspeita de neoplasia mamaéria foram
submetidos ao exame clinico. Este exame consistiu na coleta de informagdes sobre o
historico clinico e ciclo reprodutivo (cio regular, nimero de partos, castracdo, utilizacao
de tratamento hormonal, abortos, periodo de desenvolvimento das les@es, histdrico de
pseudociese e lesbes prévias). Estas informaces foram armazenadas em uma ficha
oncologica especifica, segundo o protocolo modificado de Ferreira et al. (2003) (Anexo
3). Em seguida, os animais foram submetidos ao exame fisico completo, que consistiu na
mensuracdo da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e temperatura retal. Foram
também avaliadas a coloracdo de mucosas, associada ao tempo de preenchimento capilar

e o estado de hidratacdo. Todos os sistemas foram avaliados, iniciando-se pela cabeca,



33

passando pela regido cervical, toracica e abdominal até chegar aos membros (Figuras 2A
e 2B).

Figura 2 - Avaliacdo clinica, mastectomia e procedimento quimioterapico em
cadelas com carcinoma mamario. A e B. Anamnese e exame fisico em
cadela com neoplasia mamaria atendida no Hospital de Medicina
Veterinaria da UFBA. C e D. Procedimento cirurgico (mastectomia radical
unilateral) com retirada dos linfonodos inguinais em cadela com tumor
mamario. E. P6s-operatorio imediato F Cadela submetida ao tratamento
quimioterapico com carboplatina endovenosa.

No exame especifico das glandulas mamarias, foi realizada a palpacgéo de toda
cadeia mamaria, assim como dos linfonodos inguinais e axilares. Os tumores foram
mensurados em pelo menos duas dimensdes. Quando o animal apresentou mais de um
nodulo, cada um deles foi medido separadamente, sendo considerada para a realiza¢éo do
estadiamento clinico a maior medida do tumor invasivo, conforme critérios adotados pelo
sistema TNM (Anexo 4). A avaliacdo macroscopica dos linfonodos inguinais e axilares
foi realizada pela palpagdo dos mesmos, e a presenca ou ndo de envolvimento neoplasico
foi determinada pelo exame histopatoldgico apds a exérese cirdrgica da mama envolvida.

Apo6s a finalizacdo da avaliacdo fisica, o sangue periférico foi colhido para
realizacdo de hemograma e perfil bioquimico sérico (ureia, creatinina, FA, ALT, célcio e
glicose), como avaliacdo geral pré-operatoria. Por conseguinte, as cadelas foram
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encaminhadas para realizacdo de radiografia simples de térax em trés incidéncias (latero-
lateral direita (LLD), latero-lateral esquerda (LLE) e ventro-dorsal (VD) para pesquisa de
metastase pulmonar e linfoadenomegalia, além da ultrassonografia abdominal total para

verificacdo de metastase abdominal.

5.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO E AVALIACAO POS-OPERATORIA

No pré-operatorio, os animais foram submetidos a jejum alimentar de oito horas
e hidrico de duas horas. Antes do procedimento cirdrgico (50 minutos antes da
mastectomia) foram colhidos 4 mL de sangue periférico para realizacdo do perfil
imunofenotipico.

O protocolo anestésico adotado foi cloridrato de morfina a 1% na dose de 0,5
mg/kg via intramuscular, seguido ap6s 15 minutos por cloridrato de clorpromazina a 0,5%
na dose de 0,5 mg/kg via endovenosa, como medicacfes pré-anestésicas. A inducdo
anestésica foi feita com propofol a 1% na dose de 4 mg/kg via endovenosa, e mantida
com isoflurano em circuito circular valvular com absorvedor. Foi aplicado como
antibidtico, a cefalotina (Cefalotina sddica® 1g — ABL - S&o Paulo) 30 mg/kg via
endovenosa, e anti-inflamatorio o meloxicam (Maxicam® 2% - Ourofino — Séo Paulo)
0,2 mg/kg via endovenosa, ambos administrados trinta minutos antes do procedimento
cirurgico.

Apos tricotomia e antissepsia da regido abordada, os animais foram posicionados
na mesa cirrgica em decubito dorsal. O tipo de abordagem cirurgica realizada foi a
mastectomia radical unilateral com a retirada dos linfonodos inguinais em todos os casos
(Figuras 2C e 2D). Os cuidados pds-operatorios imediatos constaram de analgesia a base
de cloridrato de tramadol a 5% (Cristalia - Sdo Paulo) 3 mg/kg, via subcutanea e
recuperacao da temperatura corporal com aquecimento.

Ap0s a cirurgia e adequada recuperacdo anestésica, com retorno da temperatura
corporal normal, os animais foram liberados para os cuidados p6s-operatérios em casa ou
para internamento em clinica veterinaria particular. Os animais foram alimentados com
racao comercial balanceada e agua ad libitum. Os cuidados pds-operatorios constaram de

cloridrato de ranitidina, na dose de 2 mg/kg via oral, cada 12 horas, por 10 dias,
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amoxicilina com clavulanato de potéssio, na dose de 20 mg/kg via oral, cada 12 horas,
por 10 dias, carprofeno, na dose de 2,2 mg/kg via oral, cada 12 horas, por quatro dias,
cloridrato de tramadol, na dose de 3 mg/kg via oral, cada 8 horas, por cinco dias, dipirona,
na dose de 25 mg/kg via oral, cada 8 horas, por sete dias.

Durante o periodo p0Os-operatorio, as cadelas foram acompanhadas com
utilizacdo de bandagem compressiva por 48 horas. Todos 0s animais fizeram uso de roupa
pos-cirdrgica até a retirada dos pontos de pele. Neste periodo, foram avaliados parametros
fisioldgicos, de comportamento e as possiveis complicacGes da ferida cirtrgica. Apos 15
dias do procedimento cirdrgico, os pontos de pele foram retirados e os pacientes do Grupo
2 e 3 com indicagdo para quimioterapia (graduacédo histopatologica > I1 e/ou presenga de
metastase para linfonodo regional, além da razdo CD4*/CD8" < 1,8 para cadelas do grupo
MCT e taxa de IMF < 100 para animais do grupo MC) foram encaminhados para

tratamento quimioterapico.

5.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apoés a finalizacdo do procedimento cirdrgico, a cadeia maméria afetada,
incluindo pele, tecido subcutaneo e linfonodos regionais, foram colocados em recipientes
com formol e encaminhados ao setor de Patologia Veterinaria para caracterizacdo macro
e microscopica. Os fragmentos colhidos foram coletados em frasco identificado, contendo
formol neutro e tamponado com fosfato a 10% e processado pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Concluida a etapa de processamento da amostra, 0s cortes
histologicos medindo 4 wm foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (H.E.)
e analisados em microscopio dptico convencional.

As neoplasias foram classificadas microscopicamente de acordo com os critérios
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e do Consensus for the Diagnosis, Prognosis
and Treatment of Canine mammary Tumors (CASSALLI et al., 2014). Para a graduagéo
histoldgica foi utilizado o grau histoldgico de Nottingham (RICHARDSON modificado
por ELSTON; ELLIS, 1993), que inclui: percentual de diferenciacdo tubular, avaliacdo
do pleomorfismo nuclear e indice mitotico (ELSTON; ELLIS, 1993) (Anexo 5). Foram
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utilizadas as areas de invasividade dos tumores para classifica-los em Grau I, Grau Il e
Grau Il (Figura 3).



Figura 3 Fotomicrografia, HE, Carcinoma mamario: A) Grupo MCT,

Carcinoma em Tumor Misto Grau I: proliferacdo neoplasica de
crescimento infiltrativo caracterizada por formacdo tubular, por
vezes, papilar, associada a discreta producdo de matriz mixoide,
sustentada por um estroma moderado. 100x. B) Detalhe de A,
pequenos aglomerados de células epiteliais focais (seta),
discretamente pleomorficas invadindo o estroma adjacente.400x. C)
Grupo MCT, Carcinoma em Tumor Misto Grau II: Proliferacdo
de ceélulas epiteliais de crescimento infiltrativo, caracterizada por
formacdo tubular, associada a moderada producdo de matriz
mixaide, sustentadas por um estroma escasso. 100x. D) Detalhe de
C, formacGes de corddes e aglomerados de células epiteliais,
moderadamente pleomérficas (seta menor), invadindo o estroma
adjacente com presenca de mitose atipica (seta maior), 400x. E)
Grupo MC, Carcinoma Solido: Proliferagdo neoplésica de
crescimento infiltrativo caracterizada pela formacéo de aglomerados
s6lidos sustentados por estroma conjuntivo desenvolvido. 200x.; F)
Detalhe de E, aglomerado sélido de células epiteliais (seta)
moderadamente pleomorficas, 400x

37
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5.6 IMUNOFENOTIPAGEM EM SANGUE PERIFERICO

Obtencao do Sangue Periférico

Para avaliacdo da resposta imune celular no contexto ex vivo (células vivas fora
do corpo, mas em meio controlado), foram colhidos 4 mL de sangue de todos os animais,
imediatamente antes do procedimento cirdrgico. O sangue foi colhido em seringas
descartaveis estéreis de 5 mL, através de venopuncdo da jugular e, em seguida, transferido

para tubos estéreis contendo EDTA, mantido a temperatura de 4°C.

Ensaio de Imunofenotipagem Celular em Sangue Periférico

Os anticorpos monoclonais utilizados (Tabela 1) foram diluidos em SDA em

diluicbes e combinacOes previamente estabelecidas na padronizagdo do protocolo

proposto por Estrela-Lima et al. (2012).

Tabela 1. Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de imunofenotipagem
celular em sangue periférico de cadelas portadoras de carcinomas mamarios.

Antlcorpo* Hospedeiro Clone Fluorocromo  Diluicio Células alvo
Monoclonal
Anti
FITC/RPE/ s
CD3/CD4/CD8 Rato 647TCO14  AlexaFluor 1/10 Linfocitos T/'T
canino 647® auxiliar/citotoxico
Anti-CD14 Camundongo TUK4 RPE 1/10 Monocitos e
Humano granuldcitos
Anti-CD21 Camundongo CA2.1D6 RPE Puro Linfdcitos B
Canino
Anti-MHC-I AlexaFluor .
Camundongo Camundongo 2G5 647® Puro Células nucleadas
Anti-MHC-I Rato YKIX334.2 FITC Puro Celulas
Canino mononucleadas

* Todos anticorpos utilizados foram produzidos pela ABD Serotec Bio-Rad Laboratories

Em quatro tubos conicos de poliestireno de 12x75 mm (FALCON® — BECTON

DICKINSON) contendo cada quantidade especifica de anticorpos diluidos ou puro, foram
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adicionados 40 pL de sangue total colhidos, como descrito no item “Obten¢do do Sangue
Periférico”. As amostras de sangue periférico foram homogeneizadas cuidadosamente e
incubadas por 30 minutos, sob temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, as
hemacias foram lisadas adicionando-se 3 mL de solucdo de lise (FACS LISYNG
SOLUTION — BECTON DICKINSON), sob agitagdo no vortex. As suspensdes celulares
permaneceram em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz; ap6s
este periodo, as mesmas foram centrifugadas a 382 xg por cinco minutos, a temperatura
ambiente. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado vertendo-se os tubos e as
células foram entdo, homogeneizadas no vortex a baixa velocidade.

Foram adicionados 3 mL de PBS e as suspensdes celulares foram submetidas
novamente a centrifugacdo a 382 x g, por cinco minutos, foi novamente desprezado o
sobrenadante e, o sedimento ressuspenso e homogeneizado cuidadosamente; esta Ultima
lavagem foi repetida mais uma vez. As células foram fixadas com 100 pl de solugdo
fixadora para citometria — MaxFacsFix (MFF) (10,0g/l de paraformaldeido, 10,2 g/l de
cacodilato de sédio e 6,65 g/l de cloreto de sddio, pH 7,2) e submetidas a leitura no
citbmetro de fluxo, onde foram avaliados 20 mil eventos. Os controles negativos foram
obtidos da empresa correspondente apresentando mesmo isotipo e produzidos na mesma

espécie.

Obtencdao e andlise de dados por citometria de fluxo

Para a realizacdo dos ensaios de imunofenotipagem das células obtidas a partir
do sangue periférico de cadelas, foram utilizados anticorpos monoclonais que permitiram
a marcacao das seguintes populacdes celulares; anti CD14 para marcacao dos mondcitos,
anti células B para linfocitos B, anti CD3 para marcacdo de linfdcitos T e anti CD4 e CD8
para as subpopulacdes de linfécitos T. Foram também utilizados anticorpos anti-
moléculas de MHC | e MHC Il. Os anticorpos eram marcados com fluorocromos FITC
(Isotiocianato de fluoresceina - emitiam fluorescéncia tipo 1 -FL1), R-PE (Ficoeritrina —
emitiam fluorescéncia tipo 2 - FL2) ou com PE-Cy-5 (ficoeritrina conjugada com cianina
- emitiam fluorescéncia tipo 3 - FL3). Assim, foram utilizadas marcagdes duplas que

permitiram a analise simultanea de mais de um parametro por tubo.
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Apos todo o procedimento de marcagdo da fenotipagem, as amostras foram
analisadas no citdometro FACScalibur (BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA),
acoplado a um sistema de computador com programa especifico (CELL QUEST®). A
caracterizacdo fenotipica, por citometria de fluxo, incluiu a andlise béasica de trés
parametros celulares: tamanho (determinado pela difracdo do raio laser — “Forward
scatter” - FSC), granulosidade ou complexidade interna (determinada pela refracdo e
reflexdo do raio laser — “Side Scatter” - SSC), e intensidade relativa de fluorescéncia.

A obtencdo dos dados por citometria teve inicio com a identificagdo da
populacdo celular de interesse (R1), ap6s ajustes de ganho de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) e/ou fluorescéncias (FL1, FL2 e FL3). Com a selecdo da regido de
interesse (R1), foi feita a analise dos aspectos fenotipicos considerando duas abordagens
distintas: a primeira, através do “valor percentual (%)” de células positivas expressas em
graficos de dispersdo pontual de fluorescéncia, equivalente a populacdo positiva para cada
marcador avaliado; e a segunda, avaliando a “intensidade média de fluorescéncia (IMF)”
equivalente a densidade de expressdo de um determinado marcador fenotipico, em
gréaficos do tipo histograma em escala logaritmica.

A primeira abordagem foi empregada para quantificar fendtipos celulares que
apresentam distribuicdo bimodal, ou seja, caracterizadas por apresentarem populagdes
positivas e negativas para o referido marcador fenotipico. Na segunda abordagem foi
utilizada uma analise semi-quantitativa da expressao de marcadores fenotipicos que
possuem distribuicdo unimodal, ou seja, toda a populacdo celular de interesse expressa
constitutivamente o referido marcador fenotipico. Nestas situacdes, alteracdes na
densidade de expressdo podem ocorrer, 0 que ira promover o deslocamento da populacéo
celular ao longo do eixo da intensidade de fluorescéncia. Em todos os experimentos foram
analisados para cada amostra os controles das rea¢6es, que sdo importantes para avaliacdo
da qualidade do perfil celular e deteccbes de eventual ocorréncia de fluorescéncias

inespecificas.

Avaliacéo dos percentuais de CD4* e CD8" dos MCT’s nos Graus I e I1

Foi realizada a fenotipagem das subpopulagdes de linfocito T (CD4* e CD8")

nos pacientes portadores de carcinoma em tumor misto (MCT) Grau | e Grau Il sem



41

metastase regional objetivando verificar possiveis alteragdes nestas subpopulagdes que
ajudassem a ratificar, diante da sua maior agressividade observada na rotina oncoldgica,
a necessidade de prescricdo de tratamento quimioterdpico em cadelas do grupo MCT,
com graduacéo histologica igual ou superior a Il mesmo sem acometimento de linfonodos
regionais.

Para esta comparacéo, foram avaliados 44 animais (22 portadores de tumor grau
I e 22 de tumores Grau Il). Quando se estratificou os casos de MCT quanto a graduacgéo

histoldgica, dividiu-se o grupo em dois subgrupos G1 (Grau I) e G2 (Grau I1).

Avaliacao do desempenho dos parametros fenotipicos celulares

O desempenho dos parametros fenotipicos celulares foi avaliado segundo
diferentes indices expressos em percentual, incluindo: co-positividade = [verdadeiros
positivos/verdadeiros positivos * falsos negativos] x 100; co-negatividade = [verdadeiros
negativos/verdadeiros negativos * falsos positivos] x 100; positive likelihood ratio (LR™)
= co-positivity / (1 — co-negativity) e negative likelihood ratio (LR-) = (1 — co-positivity)
/ co-negativity

A receiver operating characteristic curve (curva ROC) foi construida aplicando-
se na ordenada os valores de co-positividade e na abscissa o complemento da co-
negatividade. Utilizou-se esta curva para a selecdo do ponto de corte, como o valor que
discrimina os resultados em positivos ou negativos. A anélise da curva ROC permitiu
ainda o calculo da acuracia global dos parametros, avaliada através da area sob a curva
ROC-ASC20. Para construir as curvas ROC para os parametros avaliados, utilizou-se o
programa estatistico MedCalc Statistical. Os intervalos de confianca de 95% foram

calculados, utilizando o programa Confidence Interval Analysis (CIA) for Windows.

5.7 QUIMIOTERAPIA COM CARBOPLATINA

Os critérios para insercdo das cadelas no tratamento quimioterapico foram para

0 grupo MCT: presenca de metéstase regional e/ou a distancia, grau histologico > 1I e
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razdo CD4"/ CD8" < 1.8 e para o0 grupo MC: qualquer grau histologico, presenca de
metastase regional e/ou a distancia, IMF MHC-I em mondcitos < 100.

Cerca de vinte dias ap6s o procedimento cirdrgico, foram iniciadas as sessoes de
quimioterapia utilizando a carboplatina endovenosa, na dosagem de 300 mg/m?, com
tempo de infusdo de cinco minutos, sendo um ciclo totalizando seis sessbes com
intervalos de 21 dias. Aproximadamente 24 horas antes do inicio de cada sessdo de
quimioterapia, foram realizados hemograma e bioquimica sérica (ureia, creatinina,
fosfatase alcalina, alanina amino transferase, célcio e glicose) para a avaliacdo do estado
geral do paciente, que foram repetidos também com sete e 14 dias apds a administragdo
do quimioterdpico. No protocolo para a quimioterapia, as cadelas foram submetidas a
fluidoterapia endovenosa com solucao fisioldgica quatro horas antes e quatro horas apés
a administracdo da carboplatina, além da aplicacdo de metoclopramida (0,5 mg/kg),
ranitidina (2 mg/kg) e prometazina (0,1 mg/kg), todos por via subcutanea. Os mesmos
medicamentos foram ainda prescritos, via oral, por trés dias consecutivos.

A quimioterapia foi realizada em uma sala exclusiva, sendo a carboplatina
previamente manipulada em uma capela de exaustdo para a individualizacdo da dose de
cada paciente e administrado por um médico veterindrio devidamente paramentado
(méscara, luva, gorro e avental descartavel). Os residuos foram devidamente identificados
e descartados separadamente, de acordo com o padrdo para produtos contaminados com

agentes antineoplasicos.

5.8 ACOMPANHAMENTO E SOBREVIDA

Para o acompanhamento dos pacientes foram realizados exames clinicos e
laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica — ureia, creatinina, fosfatase alcalina e
alanina amino transferase, célcio e glicose), além de radiografia simples de tdrax em trés
incidéncias. Este acompanhamento foi realizado trimestralmente, por um periodo de até
dois anos ap6s o procedimento cirdrgico, objetivando a avaliacdo da sobrevida global. O
tempo de sobrevida global foi definido (em dias) como sendo o periodo entre a exérese
cirurgica do tumor primario e a data do 6bito pela doenca.

Os animais que evoluiram para o 6bito, quando autorizado pelo proprietario por

escrito em formulario especifico, foram necropsiados no Setor de Anatomia
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PatolégicayHOSPMEV-UFBA para determinacdo da causa mortis e deteccdo de possiveis
metastases (Anexo 7). Foram colhidos fragmentos de todos os 6rgdos, com indicagdo

macroscopica de metastases, para avaliacao histopatoldgica.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram agrupados da seguinte forma: tamanho do tumor (3 - 5 cm ou >
5 cm), metastase para linfonodos (sim ou ndo), estadiamento clinico (I, Il1, IV ou V),
graduacdo histoldgica (I, 11 ou 1), utilizagdo da quimioterapia com carboplatina (sim ou
ndo), percentual de linfécitos CD4*, percentual de linfécitos CD8", razdo CD4*/CD8*
(baixa: menor ou igual a 1,8, e alta: maior que 1,8), percentual de mondcitos CD14",
percentual de linfocitos B, percentual de MHC-I, percentual de MHC-II, taxa de IMF
(baixa: menor ou igual a 100, e alta: maior que 100) e taxa de sobrevida (baixa: menor
que 180 dias/seis meses e alta: maior que 180 dias/seis meses).

Inicialmente, para avaliacdo da normalidade da distribuicdo, os dados foram
submetidos a teste de Kolmogorov-Smirnov. Para varidveis com distribuicdo normal
utilizou-se o teste t de (comparacédo de dois grupos) e ANOVA (comparacdo de mais de
dois grupos). Ja para variaveis sem distribuicdo normal, foram utilizados o teste Mann-
Whitney (dois grupos) e Kruskal-Wallis ((mais de dois grupos). Da mesma forma,
possiveis correlacdes foram investigadas pelos testes de Spearman. As curvas de
sobrevida foram estimadas pelo metddo de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-
rank (Mantel-Cox) na andlise univariada.

Fatores prognosticos como estadiamento, graduacdo, tamanho do tumor, taxa de
sobrevida, relacdo CD4*/CD8" e IMF de MHC-1 em mondcitos foram analisados
utilizando a regressdo logistica. Em todos os testes, valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. As analises foram realizadas utilizando o software Prism
5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA), SPSS 17 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e
MedCalc for Windows na versao 15.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ACHADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Foram estudadas 100 cadelas, 10 higidas sem historico de neoplasias mamarias
(grupo controle) e 90 cadelas com diagndstico histopatoldgico de carcinoma mamario. A
idade das cadelas variou entre cinco a 18 anos, com maior frequéncia de animais entre 10
e 14 anos (61,1%). Este resultado aponta concordancia com os dados da literatura no
Brasil, que define a maior frequéncia entre 10 e 13 anos (BENJAMIN et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2003; PIRES et al., 2009; FURIAN et al., 2007; PIEKARZ, 2009;
CARNEIRO, 2015) e com relacdo a literatura internacional, que indica maior frequéncia
em pacientes entre 7 e 12 anos, 0 que sugere um acometimento um pouco mais tardio dos
animais estudados (MISDORP, 2002; SORENMO et al., 2013). Ndo hé estudos que
indiguem relacdo entre a idade do paciente e alteracdo no prognostico (PHILIBERT et
al., 2003). Contudo, o acometimento de animais jovens até dois anos de idade é uma
situacdo pouco frequente, como confirmado pelos resultados deste estudo, no qual o
paciente mais jovem possuia cinco anos de idade.

Constatou-se, ainda, que 0s tumores de mama acometem animais de todos os
portes, predominantemente cdes sem raca definida (SRD) 55,5% (50/90), seguida por
cdes da raca Poodle 23,3% (21/90). Alguns autores indicam maior acometimento de ragas
de pequeno porte e predisposicdo genética das racas Maltés, Yorkshire Terrier, Shitzu e
Poodle para o desenvolvimento de neoplasias mamarias (SCHAFER et al., 1998; IM et
al., 2013). Estudos realizados no Brasil indicam maior frequéncia de tumores mamarios
em Poodles e cdes sem racga definida (CAVALCANTI; CASSALLI, 2006; FURIAN et al.,
2007; ESTRELA-LIMA etal., 2010; TORIBIO et al., 2012; RIBEIRO, 2012; LAVALLE
et al, 2012; VIEIRA-FILHO, 2015; MACHADO, 2015; PEREIRA, 2016;
CONCEICAO, 2017). Porém, Hataka (2004) credita 0 maior acometimento dos Poodles
apopularizacdo da raca e a existéncia de diversas linhagens e misturas entre elas. Segundo
Peleteiro (1994) e Cassali e colaboradores (2014) ainda ndo existem subsidios que
possibilitem inferir sobre predisposicdo racial para o desenvolvimento de tumores

mamarios na cadela.
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Com base no histérico reprodutivo dos animais estudados, verificou-se que
22,2% (20/90) ja apresentaram pseudogestacdo, sendo esta a alteragdo mais
frequentemente observada. Em 33,3% (30/90) do total de casos, 0s proprietarios
admitiram a utilizacdo de progestageno, mas ndo sabiam informar com exatiddo a sua
frequéncia e dosagem. O uso de progestdgenos para inibi¢do do estro, a pseudociese, a
obesidade e dietas ricas em gorduras, bem como, o estresse oxidativo e a inflamag&o tem
sido citados como fatores de risco associados ao cancer de mama (PELETEIRO, 1994;
PENA etal., 1998; ALENZA et al., 2000; ZUCCARI et al., 2008; CLEARY et al., 2010;
YEON et al., 2011). Sabe-se que a utilizacdo de hormdnios exdgenos, progesterona ou
estrdgeno, aumentam o risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias em cadelas.
Mesmo em baixas doses a progesterona exdgena pode induzir neoplasias benignas.
Enquanto a combinacdo destes dois hormoénios, pode induzir o desenvolvimento de
tumores malignos (GOLDSCHMIDT et al., 2017).

Com relagdo a localizagéo, distribuicdo e tamanho dos tumores estudados, a
analise dos dados revelou predominancia de tumores multicéntricos em 88,8% (80/90)
dos casos, com comprometimento bilateral da cadeia mamaria em 77,8% (70/90) das
pacientes, sendo as mamas inguinais e abdominais mais frequentemente acometidas, em
53,3% (48/90) e 30% (27/90) respectivamente. Em contrapartida, a ocorréncia de tumor
mamario apenas nas mamas toracicas representou 16,7% (15/90) do total dos animais.
Moulton (1990) justifica a maior frequéncia nas mamas abdominais e inguinais devido a
abundancia de parénguima mamario gque intensifica a proliferacdo celular em resposta a
influéncia hormonal.

Neste estudo, 0s animais com tumores em estagio avancado de crescimento
(maiores que 5 cm) representaram 72,2% (65/90) dos casos, enquanto tumores com
tamanho entre 3 e 5 cm representaram 27,8% (25/90). A predominancia de tumores
grandes, importante fator prognéstico relacionado a sobrevida, observada nas pacientes
atendidas no Hospital Veterinario da UFBA, sugere uma demora na procura pelo
atendimento médico veterinario, sendo que tal fato pode ser explicado devido ao baixo
poder aquisitivo dos guardides correlacionados com fatores soOcio-culturais
(KARAYANNOPOULOU et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2003; TORIBIO, 2008).

Para graduacdo histopatologica dos MCT foram utilizadas as éareas de

invasividade dos tumores, sendo estes classificados em Grau I, Grau Il e Grau Ill. Assim
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como o tamanho tumoral, envolvimento neopléasico de linfonodos, invasividade, presenca
de émbolos neoplésicos e atividade mitotica, a graduacao histopatoldgica é considerada
um importante indicador prognéstico no cancer de mama tanto na mulher quanto na
cadela (UVA et al., 2009; CASSALI et al., 2014; GOLDSCHMIDT et al., 2017). Tal
parametro, realizado apenas nos tumores malignos, tem como objetivo avaliar o grau de
diferenciacéo e proliferacdo da neoplasia, as variagdes morfoldgicas do ndcleo e o indice
mitotico, apresentando importante correlagdo com agressividade e consequentemente
com o prognostico (ELSTON; ELLIS, 1991).

Os fatores prognosticos avaliados neste estudo incluiram estadiamento clinico,
tipo histolégico, tamanho do tumor e envolvimento do linfonodo por metéastases (Tabela
2). A avaliacdo conjunta destas caracteristicas clinico-patoldgicas € essencial para o
entendimento do comportamento biologico do céncer de mama, tanto na mulher
(FITZGIBBONS et al., 2000) quanto na cadela (PHILIBERT et al., 2003; FERREIRA et
al., 2009). Estes parametros fornecem valiosas informagdes para o diagnostico,
prognostico e terapéutica (ALLRED et al., 1998).

Tabela 2- Caracteristicas clinicas e patoldgicas de carcinomas mamarios em cadelas,
atendidas no periodo de marco de 2014 a fevereiro de 2016 no
HOSPMEV/UFBA Salvador - Ba

Parametros TOTAL MCT MC
(n=90) (n=60) (n=30)

Linfonodo-metéastase
27,8% (25/90) 33,3% (20/60)  5,5% (05/30)

Tamanho

3-5cm 27,8% (25/90)  25% (15/60)  33,3% (10/30)
>5cm 72,2% (65/90)  75% (45/60)  66,6% (20/30)
Estadiamento Clinico

Estadio Il 27,8% (25/90)  25% (15/60)  33,3% (10/30)
Estadio 11 54,4% (49/90) 56,7% (34/60)  50% (15/30)

Estadio IV 13,3% (12/90)  15% (09/60) 10% (03/30)

Estadio V 4,4% (4/90) 3,3% (02/60) 6,6% (02/30)

No presente estudo observou-se que a resposta inflamatdria associada aos
carcinomas mamarios da cadela foi predominantemente linfohistiocitaria e se
caracterizou pela distribuicdo, em sua maioria, multifocal com intensidade moderada no

grupo CMT e variando de moderada a intensa no grupo MC. Os linfocitos representaram
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a populacdo celular predominante, seguido dos macréfagos. Estes resultados corroboram
resultados da literatura humana e veterinaria, que relatam ser, dentre as células do sistema
imune, o linfocito o tipo celular mais observado seguido dos macréfagos nos carcinomas
mamarios (ESTRELA-LIMA et al., 2010; MANTOVANI, 2010; HEYS et al., 2012;
VIEIRA-FILHO, 2015; CARVALHO et al., 2014). A presenca de células inflamatdrias
associada aos tumores humanos tem sido relacionada pela maioria dos pesquisadores a
uma resposta imunolégica ineficiente em evitar o desenvolvimento tumoral (SHEU et al.,
1999; MACHETTI et al., 2006; MURRI et al., 2008; CARVALHO et al., 2014). Existem
evidéncias de que as células inflamatdrias secretam fatores de crescimento que promovem
0 desenvolvimento tumoral, agindo diretamente sobre as células neoplésicas ou
indiretamente via promocdo da angiogénese (STEWART; HEPPNER, 1997: MURRI et
al., 2008; WHITESIDE, 2008;). Por outro lado, alguns estudos demonstram que a
resposta linfocitica é responséavel por conter o avanco do carcinoma mamario (BEN-
BARUCH, 2003, DENARDO; COUSSEN, 2007).

6.2 IMUNOFENOTIPAGEM DO SANGUE PERIFERICO

No presente estudo foram avaliados alguns parametros da resposta imunolégica
antitumoral com achados relevantes quanto ao percentual de linfocitos no sangue
periférico, apresentacdo suposta de antigenos, correlacdo da resposta imune com
sobrevida e quimioterapia em cadelas com carcinomas mamarios.

A imunofenotipagem do sangue periférico por citometria de fluxo, como
estratégia de analise para linfdcitos, revelou diferencas significativas relacionadas ao
percentual de linfécitos T (CD3"), linfécitos B (CD21%), das subpopulacdes T CD4" e
CD8", razdo CD4*/CD8", bem como na frequéncia das células CD14" e a intensidade
média de fluorescéncia (IMF) do MHC | e MHC Il em mondcitos (células CD14") entre

0s animais do grupo controle, MCT e MC (Figura 4 e 5)
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Figura 4 - Subpopulactes de linfocitos no sangue periférico de cadelas com
carcinomas mamarios. A analise de dados foi realizada em cées
saudaveis (controle), cadelas com carcinomas em tumor misto (MCT)
e carcinoma mamario (MC). As analises imunofenotipicas foram
realizadas por citometria de fluxo de trés cores. Os linfécitos totais
foram selecionados pela primeira vez com base em seu tamanho
(dispersé@o a laser-frente-FSC) e granulosidade (disperséo lateral do
laser-SSC) e subconjuntos analisados por estatisticas do quadrante em
FL1/FITC, FL2 / R-PE e FL3 / PE-Cy-5 dots plots. Os resultados séo
mostrados no formato do grafico de caixa mostrando valores de
linfocitos CD3", CD4 *, CD8*, CD21*. Diferencas significativas,
detectadas pela Analise de Variancia, representada por um asterisco
quando p <0,05, por dois asteriscos para p <0,01 e p <0,001 sdo
indicados por trés asteriscos.

Estudos indicam que cdes saudaveis apresentam em media, 16% de linfocitos no
sangue periférico e destes até 70% e 21% sdo linfocitos T e B, respectivamente. O nimero

de células T é reduzido no sangue periférico de pacientes com cancer de mama,
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especialmente em formas localmente avancado e metastatico (MURTA et al., 2000). No
entanto, estudos de subpopulag6es de linfocitos T tém mostrado diferengas nas contagens
de linfocitos T, dependendo do estagio do tumor (ICHIHARA et al., 2003).

Os linfocitos T sdo os principais constituintes da resposta imune celular e, tém
por objetivo reconhecer e destruir antigenos de microrganismos intracelulares e de células
tumorais. As células T apresentam especificidade restrita para antigenos, reconhecendo
apenas aqueles apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e
que se expressam na superficie de outras células (SNYDER, 2009). O resultado de menor
frequéncia de células T no sangue periférico, observado neste estudo, pode indicar que
estas células estejam migrando para o sitio anatdbmico tumoral, bem como aos linfonodos
satélites, teoricamente para exercerem suas fungdes inflamatorias e citotoxicas contra o
tumor. Kim et al (2010), Carvalho et al (2011), Kim et al (2013) e Estrela-Lima et al.,
(2010) observaram infiltrado predominantemente linfocitico associado aos carcinomas
mamarios caninos. Este resultado também foi observado na analise morfoldgica do
infiltrado inflamato6rio no presente estudo. Contudo, para Estrela-Lima et al. (2011) o
menor percentual de linfocitos T no sangue, bem como o predominio de linfécitos no
infiltrado associado ao tumor, apesar de sugerir ndo garante uma resposta antitumoral,
mediada por linfécitos, efetiva pois ainda devem ser considerados fatores como ativacgéo,
polarizacdo, mecanismos de evasdo, anergia, exautdo e ainda o equilibrio entre as
subpopulacdes (TCD4" e TCD8Y).

Células T CD4* desempenham um papel decisivo no estabelecimento da
resposta imune especifica tumoral, pois podem mediar a partir da producéo de diferentes
citocinas, mecanismos efetores envolvidos no controle e progressdo da infecgdo (KEMP
etal., 1999). Os linfdcitos T auxiliares, que expressam moléculas CD4" em sua superficie,
reconhecem peptideos antigénicos no contexto MHC Il apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) (FORMAN, 1984) e, uma vez ativados promovem
conexBes imunoldgicas entre eventos da imunidade humoral, via interacdo T/B, da
imunidade celular inata (via fagocitos e APCs) e adaptativa (via células T CD8")
(JOHNSON, 2003).

A presenca da fracdo linfocitaria de CD4" no sangue periférico foi
significativamente menor no grupo MCT e MC, se comparado ao grupo controle

(p=0,0009). Este resultado esta em concordancia com a afirmacdo de que pacientes
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oncoldgicos apresentam menor disponibilidade de linfécitos T periféricos, o que acarreta
mecanismos de defesa menos eficientes (CAMPBELL et al., 2005;
KARAYANNOPQOULOU et al., 2017). Transtornos com relacdo aos mecanismos de
defesa acarreta uma maior progressao da patologia, tornando o curso da doenga mais
rapido, com consequente piora do progndstico. N&o houve diferenca significativa entre o
grupo MCT e MC, como também ndo houve diferenca entre o grupo controle e MC.

No presente estudo, os resultados demonstraram uma diminuicao no percentual
de linfécitos T CD8" no sangue periférico dos animais dos grupos experimentais (MCT e
MC) em relagdo ao controle, em concordancia com o que foi observado por
Karayannopolou e colaboradores (2017), em cadelas portadoras de tumores mamarios.
Esta diminuicdo de T CD8" sugere um maior recrutamento destas células para o
microambiente tumoral e para os linfonodos satélites para realizar suas funcGes
citotoxicas. Como a resposta antitumoral é mediada por células T citotoxicas,
dependentes ndo somente de mediadores soldveis, como TNF, IFN-y e FasL solavel, mas
também de contato célula-célula para exercer suas fungbes (MARTINS et al., 2016).
Contudo, aparentemente, essa possivel migracdo pode ndo representar uma resposta
antitumoral totalmente efetiva, haja vista, a evolugao tumoral observada, em alguns casos.
Estrela-Lima e colaboradores (2012) relataram o aumento da fracdo CD8* no sangue
periférico dos animais portadores de MCT, estadio | e sem presenca de metastase. Para
esses autores o maior percentual de linfocitos T CD8" indica maior possibilidade de
controle e estabilizacdo da doenca, sugerindo melhor progndstico. Cabe ressaltar, que a
comparacéo entre o estudo de Estrela-Lima et al (2012) e o presente estudo, neste aspecto,
ndo é pertinente diante dos diferentes perfis estudados (inclusdo de estadio | e animais
sem metastase) ainda que em grupo histoldgicos idénticos (MCT e MC).

Em cées higidos o percentual do subtipo T CD4* corresponde aproximadamente
a42%e T CD8" a 28 % (FALDYNA et al., 2001; FELSBURG, 2002; BLOUNT et al.,
2005). Animais com idade inferior a 12 meses apresentam um percentual maior de CD4*
em relagdo ao CD8" e ap6s esse periodo ocorre um declinio do CD4" e aumento dos
percentuais de CD8" (FALDYNA et al., 2001; FELSBURG, 2002).

Nesse microambiente inflamatorio tumoral, a producdo de citocinas linfo-
proliferativas, como IL-2, quimiotaticas (IL-6), inflamatorias (IFN-y e TNF), ativam

diversos tipos celulares, tais como células T CD4" e células apresentadoras de antigenos,
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tanto no tumor com nos linfonodos periféricos adjacentes ao sitio anatdmico (HARRIS e
DRAKE, 2013; BURKHOLDER et al., 2014; KIM e CANTOR, 2014). Este fato poderia
justificar a diminuicdo de células T CD4" no sangue periférico de cadelas MCT e MC em
relacdo ao controle. O desenvolvimento do processo inflamatdrio no sitio anatémico,
devido ao infiltrado de células T CD8*, exercendo funcdo citotoxica via
perforina/granzimas e apoptotica, via trimerizagdo de Fas e FasL, desencadeia destruigao
tecidual e maior chance de metastase, com maior liberacdo de antigenos tumorais
sollveis. Esses antigenos sollveis, por sua vez, podem ser apresentados aos linfocitos B
(células CD21") propiciando a selecdo e expansao clonal das mesmas, com producéo de
anticorpos antigeno-especificos (DiLILLO et al., 2010).

A razdo CD4*/CD8 *entre 1.5 a 2.0 esta dentro do padrao para cdes de até 12
meses e saudaveis (FELSBURG, 2002). No presente estudo observou-se uma elevacédo
da razdo CD4*/CD8" nas cadelas dos grupos MC e MCT em comparacéo as cadelas do
grupo controle (p < 0,0001). Este resultado ganha importancia adicional, em se tratando
de pacientes oncol6gicos, pois 0 aumento dessa razdo, a priori sugere migracdo dos
linfocitos T CD8" do sangue periférico para o tumor e linfonodos, com subsequente
contribuicdo para o processo inflamatdrio e de destrui¢do tecidual/tumoral. Entretanto,
resultados diferentes tém sido observado (ESTRELA-LIMA et al., 2012) e ratificado no
presente estudo, uma razdo CD4/CD8 * entre 1.8 e 1.9 apresenta relagdo com melhor
prognoéstico e maior sobrevida.

O percentual de linfécitos T esta significativamente reduzido nos grupos MCT e
MC em relacdo ao grupo controle. Enquanto, se observa o contrario em relacdo aos
linfécitos B (CD 21%), ou seja, este tipo celular estava significativamente aumentado nos
grupos MCT e MC em relagdo ao grupo controle (p=0,0004). A despeito da apresentacédo
de antigenos particulados e parte dos antigenos sollveis serem apresentados nos
linfonodos proximais, a necessidade da presenca de linfocitos B nestes locais de
apresentacdo antigénica nao e rigorosa, o que explica a elevacao da frequéncia de células
B no sangue periférico das cadelas MCT e MC quando comparadas com os controles.
Uma maior frequéncia de células B no sangue periférico pode indicar também uma maior
concentracdo sérica de anticorpos tumor-especificos, elevando ainda mais a capacidade
citotoxica de linfdcitos T via ADCC (citotoxicidade mediada por anticorpo) contra o
tumor em cadelas com MC e MCT (TSOU et al., 2016).
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Estudos demonstram que a ativagdo crbnica da célula B contribui para o
desenvolvimento tumoral, por inibir a atividade das células CD4" por mecanismos ainda
desconhecidos (QIN et al.,1998). No entanto, a ativacdo aguda das células B possui um
papel fundamental na eliminacédo precoce das células neoplasicas, a partir da secrecao de
imunoglobulinas antigeno-especificas, participando da regressdo dos tumores
(WHITESIDE, 2008).

A despeito da resposta imune celular, importante para o controle da progressao
da massa tumoral e destruicdo das células neoplasicas, as células apresentadoras de
antigeno sdo de suma importancia na resposta celular e humoral especificas, mediante a
apresentacdo de antigenos intracelulares em moléculas de MHC | aos TCRs de linfécitos
T CD8" e antigenos particulados em moléculas MHC |1 aos linfocitos T (ABBAS et al.,
2012). No presente estudo, determinou-se também a frequéncia de células CD14*
(mondcitos) no sangue periférico das cadelas. Células CD14" podem ser direcionadas aos
linfonodos proximais e apds diferenciacdo em células dendriticas e macréfagos,
exercerem a funcdo de células apresentadoras de antigenos aos linfocitos T (CHEN;
MELLMAN, 2013; HARRIS; DRAKE, 2013; NARENDRA et al., 2013). Os dados
mostram uma elevacdo na frequéncia de mondcitos no sangue de cadelas com MCT e MC
em relacdo aos controles (p < 0,0001), demonstrando indiretamente, um maior potencial
em apresentar antigenos nesses dois primeiros grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Imunofenotipagem de sangue periférico de cadelas. Avaliacdo da
frequéncia e indice médio de fluorescéncia de células CD14" e
expressao de receptores MHC | e MHC II. A analise de dados foi
realizada em cadelas saudaveis (Controle) e cadelas com carcinomas
em tumor misto (MCT) e carcinoma mamario (MC). As analises
imunofenotipicas foram realizadas por citometria de fluxo de trés
cores. Os resultados sdo mostrados no formato do box plot
apresentando valores de CD14", IMF CD14'MHC | e IMF
CD14*MHC II. Diferengas significativas, detectadas pela Analise de
Variancia, representada por um asterisco quando p <0,05, por dois
asteriscos para p <0,01 e p <0,001 sdo indicados por trés asteriscos.

Além da maior frequéncia dos mondcitos, demonstrou-se também uma maior
expressao de moléculas de MHC | e MHC 1l em monocitos nos grupos com tumor,
ressaltando a significativa elevacdo do MHC I, principalmente, no grupo MC, de maior
malignidade e pior progndstico. Os tumores que compdem este grupo, via de regra,

apresentam crescimento rdpido, extensas areas de necrose, inflamacéo acentuada e lise
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celular, com consequente liberacdo de antigenos especificos e inespecificos, sollveis ou
particulados, que sdo apresentados pelas células CD14", via moléculas MHC | para as
células CD8". Este grande nimero de antigenos disponivel pode causar exaustdo das
células citotoxicas, logo reduzida efetividade da resposta antitumoral (CRESPO et al.,
2013).

Cabe ainda ressaltar que a regulacao da expressao das moléculas MHC | e MHC
Il sofre a influéncia de determinadas citocinas (JOHNSON, 2003). Desta forma, em um
microambiente tumoral rico em citocinas pré-inflamatorias, a exemplo do TNF-a., IL-6
e INF-y, pode ocorrer maior expressdao de moléculas MHC I ¢ MHC IT (WANG et al.,
2008; MARTINS et al., 2016), ou ainda, a depender do tipo de citocina produzido pelas
células apresentadoras de antigenos observa-se uma polarizacdo das células T (Treg, Thi,
Th2 ou Thl7) (BANERJEE et al., 2016). Contudo, a literatura demonstra com maior
frequéncia a baixa expresséo do MHC | e MHC II, em tumores mais agressivos
caracterizando, possivelmente, um mecanismo de escape do tumor, tendo em vista que a
expressao do MHC classe | pode ser sub-regulada pelas células tumorais (ESTRELA-
LIMA etal., 2012).

A andlise da fenotipagem das subpopulacbes de linfocito T (CD4" e CD8")
realizada nos pacientes portadores de carcinoma em tumor misto Grau | e Grau Il sem
metastase regional teve por objetivo, verificar possiveis alteracdes nestas subpopulacdes
que ajudassem a ratificar, diante da sua maior agressividade observada na rotina
oncoldgica, a necessidade de prescricdo de tratamento quimioterapico em cadelas do
grupo MCT, com graduacdo histoldgica igual ou superior a Il mesmo sem acometimento
de linfonodos regionais. Para esta comparacao foram avaliados 32 animais (16 portadores
de tumor grau | e 16 de tumores Grau I1). Quando se estratificou os casos de MCT quanto
a graduacao histoldgica, dividiu-se o grupo em dois subgrupos G1 (Grau I) e G2 (Grau
I1). A frequéncia de células T CD4* no sangue periférico é maior nos casos G1 (p < 0,001)
quando comparados com os casos G2, e 0 mesmo comportamento é observado com a
frequéncia de células T CD8" (p = 0,01056) (Figura 6). Em pacientes humanos, a reduzida
frequéncia de linfocitos no sangue periférico foi relacionada por Murta e colaboradores
(2000) com o avango local ou metastatico do tumor, como também relacionado por

Ichihara e colaboradores (2003) a intensidade dessa frequéncia ao estagio de
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desenvolvimento tumoral. Como anteriormente discutido, uma menor frequéncia de
células T no sangue periférico pode indicar que estas células estejam migrando para o
sitio anatbmico tumoral, bem como aos linfonodos satélites, para exercerem suas funcoes
inflamatorias e citotoxicas contra o tumor. Da mesma forma, nos casos G1, estas células
estariam menos ativadas e menos direcionadas ao tumor, o que explicaria uma menor

resposta inflamatoria, menos metastase e consequentemente uma menor gravidade de
doenca.
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Figura 6 - Relacdo entre frequéncia de linfécitos T CD4* e T CD8* no sangue
periférico e graduacdo histopatoldgica de cadelas com carcinoma em
tumor misto (MCT). Andlise da relacdo entre linfocitos T CD4" e CD8" do
grupo MCT e a graduacdo histopatoldgica dos tumores, subdivididos em
Grau 1(G1) e Grau 2 (G2). Diferencas significativas, reveladas durante o
Test “t” Student, representadas por um asterisco* quando p <0,05
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6.3 BIOMARCADORES

Um critério bem estabelecido para a sele¢do de biomarcadores é a classificacao
de precisdo, a partir dos indices de performance (STRIMBU; TAVEL, 2010; HENRY;
HAYES, 2012). Estrela-Lima e colaboradores (2012), demonstraram que uma razdo T
CD4*/CD8* maior ou igual a 1.8, em cadelas portadoras de carcinoma em tumor misto
(MCT) e 0 IMF de MHC-I em mondcitos maior ou igual a 100 possui relacdo com a maior
risco de morte, consequentemente pior progndstico e propuseram estes parametros como
ferramentas alternativas no acompanhamento da evolucdo e sobrevivéncia em caninos
com carcinoma de mama.

No presente estudo, a avaliacdo do desempenho destes parametros fenotipicos
celulares propostos por Estrela-Lima et al. (2012), foi realizada, inicialmente em todas as
cadelas, independente do grupo, e posteriormente ocorreu a segregagdo por grupo MCT
e MC, com o objetivo de confirmar ou refutar o potencial dos biomarcadores razédo
CD4*/CD8" e IMF de MHC-I em mondcitos nos casos de carcinomas em tumor misto
(CMT) e outros carcinomas (MC), respectivamente.

A anélise dos dados, utilizando os pontos de corte indicados pela curva ROC de
1,88 e 105 para razdo CD4+/CD8+ e expresséo de MHC | por mondcitos,
respectivamente, observou-se correlacdo negativa significativa com as médias e taxas de
sobrevivéncia nos respectivos grupos, ou seja, quanto maior a razdo CD4+/CD8+ e 0s
valores de IMF menor o tempo de sobrevida (Figura 7 e 8). A andlise da area sob a curva
mostrou que tanto a razdo CD4+/CD8+ quanto a expressdo de MHC | por mondcitos
apresentaram sensibilidade e especificidade elevada, com acuracia 0,90 a 0,99 e 0,86-
0,99, respectivamente, segundo critérios estabelecidos pela Swets (1996). Cabe ressaltar
que os valores de ponto de corte obtidos nessa pesquisa foram muito préximos dos obtidos
por Estrela-Lima e colaboradores (2012), que anteriormente ndo detectaram uma boa
acuracia para expressao de MHC | por mondcitos, fato que pode ser creditado ao menor

numero de animais avaliados naquela ocasiéo.
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Figura 7. Relacdo CD4*/CD8* no sangue periférico e sobrevida em cadelas com carcinoma em tumor misto (MCT). O valor da razéo
CD4*/CD8" para prever a progressao da doenca para a sobrevivéncia ou a morte em cées do sexo feminino com MCT foi avaliada
usando varios indices de desempenho, incluindo segregacdo em graficos de dispersdo, indices de curva de ROC usando um corte
especifico, incluindo: Area Sob a Curva / seguranga global (AUC), Co-positividade (Co-pos), Co-negatividade (Coneg).
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Figura 8. Relacdo IMF de CD14/MHC-I no sangue periférico e sobrevida em cadelas com carcinoma em tumor misto (MCT).
O valor da razéo IMF MHC-1/CD14 para prever a progressao da doenca para a sobrevivéncia ou a morte em cées do sexo
feminino com MCT foi avaliada usando varios indices de desempenho, incluindo segregacdo em gréficos de disperséo,
indices de curva de ROC usando um corte especifico, incluindo: Area Sob a Curva / seguranca global (AUC), Copositividade
(Co-pos), Co-negatividade (Co-neg).
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A avaliacdo dos indices de desempenho para razdo CD4*/CD8* apresentou
positividade (sensibilidade) de 100%, co-negatividade (especificidade) de 93,18% e valor
preditivo negativo de 100%. Esses resultados mostraram que este parametro possui tanto
sensibilidade quanto especificidade, indicando a sua capacidade de detectar quais cadelas
portadoras de tumores mamarios classificados como MCT possuem maior probabilidade
de sobreviver.

Por sua vez, a avaliacdo dos indices de desempenho da expressdo de MHC-I em
monocitos mostrou  co-positividade (sensibilidade) de 100%, co-negatividade
(especificidade) de 86,21% e valor preditivo positivo de 100%. A analise dos dados
mostrou que a expressdo de MHC | por mondcitos € um parametro altamente especifico,
indicando sua capacidade de detectar em cadelas com tumores mamarios classificados
histologicamente como MC cuja doenca ira evoluir para a morte do animal.

Esses resultados suportam a proposta de anélise das caracteristicas fenotipicas
de leucdcitos circulantes como relevantes biomarcadores na rotina da clinica oncoldgica.
Os parametros razdo CD47/CD8 e expressdo de MHC-I em monécitos possuem
consideravel sensibilidade e especificidade, respectivamente, e podem contribuir como
biomarcadores prognostico na exclusdo de morte, ou seja, apresentam capacidade de
detectar quais cadelas portadoras de MCT e MC apresentam maior probabilidade de

sobreviver.

6.4 ANALISE UNIVARIADA E MULTIVARIADA

Quando correlacionados parametros clinico-patolégicos foi observado, tanto na
analise univariada quanto na multivariada, que a razdo CD4*/CD8" <1,8 ou >1,8 ndo
possui associagdo significativa com o acometimento de linfonodos, estadiamento,
tamanho do tumor, graduacdo histopatologica, sobrevida, quimioterapia e numero de
sessOes de quimioterapia (Tabela 4). Contudo, na analise univariada e multivariada dos
parametros clinicos associados a niveis de IMF <100 ou >100, foi observada associa¢do
significativa com o acometimento de linfonodos, tamanho do tumor e sobrevida (Tabela

3 e 4). Este resultado é extremamente interessante pois indica que o biomarcador IMF
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de MHC | em mondcitos € um fator prognostico independente, influenciando tanto
isoladamente quanto em associacdo a outros fatores progndsticos classicos, como

tamanho tumoral metastase para linfonodos, na sobrevida dos pacientes.

Tabela 3 - Analise univariada e multivariada dos parametros
clinicos associados a razdo de CD4*/ CD8* <1,8 ou >1,8.

Parametros Valor de P (Pvalue)
Univariado Multivariado
Linfonodo 0,792 nd
Estadiamento 0,733 nd
Tamanho 0,807 nd
Graduacéao 0,744 nd
Sobrevida 0,195 nd
Quimioterapia 0,792 nd
NuUmero de Sessdes 0,232 nd

* Selecionado para analise multivariada (Regressdo Logistica). O ponto de corte foi razdo
CD4*/CD8*<1,8 ou >1,8.0bs: nd = N&do determinado.

Tabela 4 - Andlise univariada e multivariada dos pardmetros
clinicos associados ao IMF <100 ou >100.

Parametros Valor de P (Pvalue)
Univariado Multivariado

Linfonodo 0,046* 0,110
Estadiamento 0,162 nd
Tamanho 0,020* 0,034*
Graduacéo 0,207 nd
Sobrevida 0,010* 0,013*
Quimioterapia 0,205 nd
Numero de Sessbes 0,136 nd

* Selecionado para analise multivariada (Regressdo Logistica). O ponto de corte foi 0
IMF <100 ou >100.0bs= nd = Nao determinado.
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6.5 QUIMIOTERAPIA E COMPARACAO DAS CURVAS DE SOBREVIDA

O tempo minimo de sobrevida foi de 32 dias atribuido ao animal do grupo MC,
que evoluiu para ébito por metéstase pulmonar ap6s a mastectomia, e 0 maximo de 730
dias, atribuido a alguns animais dos grupos MCT e MC. Tipos histolégicos mais
agressivos como carcinomas solidos, anaplasicos e micropapilar tem pior progndstico,
com a doengca cursando de forma mais rapida (PEREZ ALENZA et al., 2003; CASSALI
et al., 2014; GOLDSMIDT et al., 2017), o que justifica a menor sobrevida observada do
grupo composto pelos demais tipos de carcinomas, de forma geral.

As curvas e a taxa de sobrevida estratificada com base nos animais néo tratados
e tratados, independentemente do tipo histoldgico, revelam diferencas significativas (p =
0,0367). Estas diferencas estatisticas persistem entre pacientes tratados e ndo tratados nos
dois grupos histolégicos e MC (p = 0,0367 e p = 0,0164) (Figura 9 e 10). As curvas de
sobrevida demonstram que as cadelas tratadas com quimioterapia de ambos 0s grupos
histolégicos apresentam maior tempo de sobrevida global em relacdo as ndo tratadas
(valores de mediana), sugerindo o beneficio do tratamento com carboplatina as pacientes.
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Figura 10. Taxas de sobrevida de animais com carcinoma mamario canino. Curvas
de sobrevida de Kaplan-Meier para animais com carcinoma em tumor misto
(MCT) e carcinoma mamario (MC) subdivididos em dois grupos: tratados e
ndo tratados. Diferencas significativas em p<0,05 destacado por um asterisco.

A quimioterapia antineoplasica € indicada em pacientes que apresentam pior

prognostico, seja pelo tipo histologico agressivo, presenca de invaséo linfatica/sanguinea
ou metastase a distdncia (SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2014). O tratamento
quimioterapico foi realizado em 32 cadelas (20 do grupo MCT e 12 do grupo MC)

diagnosticadas com metastase regional ou com grau histologico 1l. A utilizacdo do grau
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histolégico como fator progndstico do cancer de mama tanto em cadelas quanto em
mulheres j& é bem estabelecido (CASSALI et al., 2014). Este fator sabidamente apresenta
correlacdo significativa com a agressividade tumoral, e consequentemente com menor
sobrevida e pior progndstico (DUTRA et al., 2008; ESTRELA-LIMA et al., 2010;
KARAYANNOPOULOU et al., 2005; KARAYANNOPOULOU et al., 2001; NIETO et
al., 2003; MENDES et al., 2007). Contudo, este critério nem sempre € considerado
relevante para conduta terapéutica da paciente. Cadelas com tumores diagnosticados com
grau Il sem manifestacdo de metastase em linfonodo regional sdo muitas vezes
subtratados, podendo evoluir para o desenvolvimento de metéstases e 6bito.

Ocorre significativo acréscimo na taxa de sobrevida dos pacientes selecionados e
submetidos ao tratamento quimioterapico, com base nos parametros estabelecidos pelos
biomarcadores para cada grupo especifico de carcinoma, sugerindo interessante potencial

preditivo, principalmente evidenciado no grupo MC (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Relagdo CD4*/CD8* no sangue periférico e
sobrevida em cadelas com carcinoma em tumor
misto (MCT). Sobrevida média entre cadelas com
MCT segregados em dois grupos com ponto de corte
em 1.8. Os grupos foram comparados pelo Test “t”
de Student, sendo representados por média + erro
padrdo. Diferencas significativas em p<0,05 sao
indicadas por * asterisco
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Figura 12. Rela¢do IMF de MHC-1/CD14 no sangue periférico
e sobrevida em cadelas com carcinoma em tumor
misto (MCT). Sobrevida média entre cadelas com MCT
segregados acordo com o IMF de /MHC-1/CD14. Os
grupos foram comparados pelo Test “t” de Student,
sendo representados por média + erro padrdo. Diferencas
significativas em p<0,05 sdo indicadas por * asterisco.

Dentre os possiveis efeitos colaterais da quimioterapia, 9,4% (3/32) das cadelas
apresentaram vomitos ou diarreia ap6s a sessdo. O tratamento completo preconizado neste
estudo previa a realizacdo de seis sessdes de carboplatina, com intervalo de 21 dias. No
grupo MCT, a maioria dos animais finalizou o tratamento, sendo 0 nimero minimo de 4
e maximo de 6 sessbes. Esses dados estdo de acordo com o estudo de Lavalle e
colaboradores (2011), em que o protocolo instituido previa 3 sessdes de carboplatina. No
grupo MCT, 50% (10/20) dos animais finalizaram o ciclo de quimioterapia e
apresentaram-se vivos até o Gltimo contato, com sobrevida maior que 730 dias. Das outras
dez cadelas que evoluiram para o Obito, seis apresentaram metastase (pulméo e pele),
detectada entre a segunda e terceira sessdo de quimioterapia nos exames de
acompanhamento (clinico e de imagem), indicando evolucdo da doenca. Vale a pena
ressaltar que apesar do carcinoma em tumor misto representar um diagnéstico
inicialmente mais favoravel, os tumores destes pacientes apresentavam areas

carcinomatosas sélidas ou anaplésicas, indicando a importancia de se avaliar o
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subtipo/arranjo histoldgico associado ao MCT para uma indicacdo terapéutica mais
apropriada. Essa evolucdo desfavoravel estd relacionada ao subtipo histoldgico com
presenca de areas mais agressivas que, apesar de ndo alterar o seu estadiamento,
influencia significativamente no seu progndstico. A classificacdo histoldgica das
neoplasias mamarias é a melhor ferramenta para a previsdao do seu comportamento
bioldgico (BENTUBO et al., 2006).

Uma das pacientes do grupo MCT teve sua causa mortis associada aos efeitos
colaterais da quimioterapia, que por si sO, podem debilitar o paciente, ao ponto de
impossibilitar a sua recuperacdo. Os efeitos colaterais mais observados foram vomitos e
diarreia. A ocorréncia de efeitos colaterais do trato gastrintestinal é citada por Gottesman
(2002) e também por Rodaski e DeNardi (2004) como frequentes na utilizacdo de
carboplatina, assim como a imunossupressao, que pode ter sido subjugada pela auséncia
de sintomatologia clinica. Outras duas pacientes que finalizaram o tratamento
apresentaram quadro de insuficiéncia renal e cardiopatia dilatada com tempo de sobrevida
de 423 e 452 dias ap06s a mastectomia, respectivamente. A causa mortis destas cadelas
ndo foi relacionada ao tratamento ou a evolugdo do processo neoplasico.

Alguns fatores podem estar relacionados com a evolugdo tumoral, 0 que sugere
estudos mais aprofundados sobre o intervalo entre os ciclos de tratamento, a relagéo entre
a droga utilizada e o tipo histoldgico a ser tratado, como também, a utilizacdo de outras
modalidades terapéuticas associados a carboplatina ou a outros agentes antineoplasicos.
(LANA et al., 2007; DOMINGUEZ et al., 2009). Os efeitos colaterais ao tratamento
quimioterapico ja sdo esperados e descritos na literatura (GOTTESMAN, 2002). Lavalle
e colaboradores (2012) afirma que, em comparacdo com outras drogas, a carboplatina é
bem tolerada, relatando minimos efeitos colaterais.

No grupo MC dos 12 animais submetidos ao tratamento quimioterapico cinco
finalizaram o tratamento, destes, quatro (30%) estavam vivos sem indicios de metastase
no ultimo contato, apresentando sobrevida de 730 dias, intervalo maximo avaliado neste
estudo. O quinto animal finalizou o tratamento quimioterapico com sucesso, mas evoluiu
para o 6bito 526 dias apds Ultima sessdo com metastase disseminada para pulméo, pele,
baco, figado e rim. Mais sete animais evoluiram para o 0bito, seis apresentaram metastase
entre a primeira e a segunda sess@o de quimioterapia e a taxa de sobrevida variou de 32 a

125 dias. O oitavo caso de 6bito observado no grupo MC ndo apresentou causa mortis
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(traumatismo) relacionada a evolugdo tumoral ou aos efeitos colaterais do tratamento,
sendo sua taxa de sobrevida 137 dias.

Cabe ressaltar que, em alguns animais que evoluiram para o 6bito, durante
grande parte dos acompanhamentos e até mesmo apés a finalizagdo destes, metastase
pulmonar ndo havia sido identificada pelos exames tradicionais de imagem indicando a
necessidade de utilizacdo de técnicas diagndsticas por imagem mais sensiveis, reduzindo
as discrepancias entre estadiamento clinico e os achados de necropsias. A insuficiéncia
respiratoria representou a principal causa mortis relacionada a evolucdo tumoral,
enquanto o choque hipovolémico (diarreias e vOmitos) representou a causa mortis

relacionada possivelmente aos efeitos colaterais do tratamento quimioterapico.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos com este estudo, nas condi¢cdes metodoldgicas empregadas,

permitiram concluir:

O percentual de linfocitos T, independente do grupo, € menor sugerindo migracdo

dessas células para o sitio tumoral e linfonodos regionais;

Linfocitos B foram predominantes no grupo de tumores mais agressivos, o que
sugere a sua contribuigédo para o desenvolvimento tumoral, via resposta humoral

sabidamente menos eficaz que a resposta celular;

O percentual de células CD14* (mondcitos) no sangue periférico das cadelas
demonstraram, indiretamente, um maior potencial na apresentacdo de antigenos,

via células dendriticas e macrofagos;

A expressdo aumentada de moléculas de MHC | e MHC 1l em mondcitos pode
indicar um possivel mecanismo de escape do tumor, a partir da maior expressao
de antigenos, provenientes de um ambiente rico em citocinas pro-inflamatérias ou
em situagdes de lise celular mais acentuada, que “confundiriam” o sistema

imunoldgico;

Os biomarcadores razdo CD4*/CD8* e a expressdo do MHC | em mondcitos
possibilitou a segregacao de cadelas com alta probabilidade de sobrevivéncia ou
morte, indicando potencial progndstico nos grupos especificos;

Ocorre significativo acréscimo na taxa de sobrevida dos pacientes selecionados e
submetidos ao tratamento quimioterapico, com base nos parametros estabelecidos

pelos biomarcadores sugerindo interessante potencial preditivo;
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Existe correlacdo inversa entre valor do IMF do MHC | em mondcitos <100 e
acometimento de linfonodos, tamanho do tumor e taxa de sobrevida, sendo,
portanto, este parametro proposto, com base na analise multivariada, como fator
prognostico independente de sobrevida para cadelas com outros carcinomas;

Cadelas portadoras de MCT Grau |1, possuem menor percentual de células CD4*
e CD8" e independente do status nodal devem ser encaminhadas para tratamento

quimioterapico adjuvante;

As cadelas tratadas com quimioterapia antineoplasica com carboplatina
apresentaram acréscimo relevante na sobrevida. Contudo, o tratamento
quimioterapico, em alguns casos, ndo foi capaz de debelar a doenca, que evoluiu

mesmo durante o tratamento ou progrediu em metastases multicéntricas tardias.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

& ComissSo da Efica no Uso de Animais da Escola de Meadicing
Waterinaria 8 Zootecnia da Universidade Federal da Bahia aprovouw, na reunido
de 31 de Margo de 2013, o parecer referenta ao protocolo n® 11/2013 e certifics
que o projelo de ensine intbdado, “Patologla Mamdria Comparada:
imuncfenotipagem de citocinas séricas e leucdcitos infiltrantes no tumor
@ sua correlagao com fatores prognosticos nos carcinomas mamarios de
cadelas tratadas com carboplatina”, coordepade paela profa Alessandra
Estrela da Silva Lima, astd de acordo com 05 principios de ética @ bem-esiar

animal.

Salvador, 07 de Abril de 2015
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Ligio Leopoldo de-fragio da Silva
Coordenador CEUAMEVZ.UFBA
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento

' UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
w ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
> ! ; ) HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA PROF RENATO MEDEIROS

Termo de esclarecimento/consentimento livre e esclarecido

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido tem o objetivo de informar ao
responsavel pelo paciente, quanto aos principais aspectos relacionados ao projeto ao qual o animal
sera submetido, complementando as informagdes prestadas pelo seu médico veterinario e pela
equipe de profissionais do Projeto Mama do Hospital de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal da Bahia.

Nome do projeto: Avaliacdo da eficicia da quimioterapia anti-neoplasica em cadelas
portadoras de carcinomas de mama selecionadas a partir do perfil de leucécitos no sangue
periférico

Nome dos Médicos Veterindrios responsaveis pelo estudo: Prof. Dra. Alessandra
Estrela da Silva Lima, MV. Msc. Mério Jorge Melhor Heine D" Assis, MV. Msc. Marilia
Carneiro de Aradjo Machado, MV. Msc. Carlos Humberto da Costa Vieira Filho, MV.
Msc. Keidylania da Costa Santos, MV. Michelle Neves Pereira e MV. Aline Concei¢édo
dos Santos

Proposito e objetivo do projeto

Tumores de mama em cadelas sdo os principais tumores observados na clinica de
pequenos animais, sendo a taxa de malignidade extremante variavel, podendo alcancar
mais de 90% dos casos, muitos dos quais ja apresentam metastase linfatica no momento
do diagndstico. A partir deste estudo clinico, objetivamos determinar os principais
achados clinicos e conduta cirurgica adequada; estabelecer o diagnostico e graduacéo
histopatoldgica das neoplasias, correlacionando com os fatores prognosticos; avaliar o
potencial proliferativo dos tumores e a eficacia da cirurgia e quimioterapia (convencional
e metronémica) no aumento da sobrevida global; utilizacdo de 6mega 3 para melhoria do
sistema imunoldgico; além do uso de eletroacupuntura como tratamento adjuvante a
cirurgia.



Anexo 3. Ficha para exame clinico de tumores mamarios caninos

FICHA CLINICA DE ACOMPANHAMENTO DE CADELAS COM NEOPLASIAS

MAMARIAS
RG: RG projeto: Data:
Histo: Cito: Raio-X:
Proprietario: Telefone:
Endereco:
Nome: Espécie: Raca:
Sexo: D Macho D Fémea Pelagem: Cor:
Idade: Porte: D Pequeno (até 35cm) Peso:
FC: FR: |:|Me'dio (36-46cm) Condicdo corporal: D Magro
Mucosas: TPC: [[] Grande (acima 46¢cm) [] Nomal
Alimentagdo: [ ] Racdo [] Comida caseira [] Racéo + Comida caseira [] Obeso
Ambiente:

Antecedentes genéticos:

Vacinacdo: Anti-rabica I:] Sim |:| Ndo Quando/Qual:

Outras [] Sim [] Ndo Quando/Qual:

Vermifugacdo: D Sim D Nédo Quando/Qual:

Doencas anteriores e atuais:

Tomando medicamento: D Sim D Ndo Qual/Tempo:

Anticoncepcional: D Sim D Ndo  Quanto/Qual: Ultima data:
Cio Regular: D Sim D Néo Ultimo (data):
Castrada: [:l Sim [:] Nédo Idade:

Pseudo-gestacdo: D Regulares Dlntermitentes D Nédo
Partos: [] Sim [] Néo Quantos: Ultimo:

Aborto: [] Sim []Néo Quantos: Ultimo:
Ja cruzou e ndo emprenhou: [] Sim [] Néo

Secrecdo vaginal: [[]Sim []Nd&o  Quando/Intensidade:

Caracteristicas do(s) tumor(s):

[:l Integra |:| Ulcerada D Cistica




Mamas acometidas: (Esquema)

Marcar com um X o tamanho correspondente:

M1D - <= 3em[d :>3-5em [ ; >5em(]
M2D - <= 3cmD :>3-5cm]:|: >5cmD
M3D - <= 3emU :>3-5em 0 >5em0]
M4D - <= 3cm|:] ;>3-5cm]:|; >5cm|:|

M5D - <= 3em[] :>3-5em[]: >5em[ ]

Exames solicitados:.. ...

M1E - <= 3em[] >3-5em g =
M2E - <= 3emU :>3-5em 0]
M3E - <= 3em[] :>3-5em [
M4E - <= 3cm[] ;:>35ecm[];

M5E - <= 3cm[] ;>35cm[]

>5cm|:|
>5cm|:|
>5em]

>5cm|:|

>5¢m[ ]

89

L0 1T o 0 T T TR

L0011 -1 = SO

Secrecdo: SirnD NﬁuD

Edema de membros: Sim[_] QUAI(IS)? oo

Linfonodos infartados: Sim[_] QUAI(IS)? ..o

Vetennanio MeSP. ..o

—— 1 1

Nzo[ ]

e Datas



Tumor Primario (T)
TO0 Tumor ndo detectavel

T1 Tumor < 3 cm

a : nao fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao Musculo

T2 Tumor de 3 —5 cm
a : nao fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo a0 musculo

T3 Tumor > 5 ¢cm
a : ndo fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao musculo

T4 Tumor de qualquer tamanho

Linfonodos Regionais (N)

NO Sem evidéncia de linfonodo
regional (axilares ou inguinais)

N1 Linfonodo Ipslateral
envolvido

a : nao fixo

b : fixo

N2 Linfonodos bilaterais
envolvidos

a : nao fixo

b : fixo

Metastases a Distancia (M)

MO Sem evidéncia de metastase
distante

M1 Com metéstase a distancia

Agrupamento por estadios

Estadiamento T N M
Estadio | T1 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio 111 T3 NO MO
Estadio IV T1;T2; T3 N1 MO
Estadio V T1;T2; T3 NO; N1 M1

T — Tamanho do tumor primério; N — Linfonodo; M — Metastase
(FONTE: Calvacanti e Cassali, 2006, modificado de Owen, 1980)
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Anexo 4. Estadiamento clinico (TNM) dos carcinomas de mama da cadela
(modificado de OWEN, 1980)
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Anexo 5. Critérios utilizados na graduacdo de tumores mamarios de cadela
conforme o grau de malignidade (FONTE: CAVALVANTI, 2006, modificado de

ELSTON; ELLIS, 1993; CASSALI et al., 2014).

Caracteristicas Pontuagio
Formacio tubular
75% do tumor !
10 a 75% do tumor 2
< 10% do tumor 3
Pleomorfismo nuclear
Tamanho nuclear semelhante 4 célula normal 1
Moderado aumento e variabilidade 2
Grande variagio 3
Indice mitdtico
0 a 8 mitoses 1
9 a 16 mitoses 2
17 ou mais mitoses 3

Alocagiio do grau tumoral

Total de escore | Grau de malignidade

I
1l

= < I = RN
|
= I




Anexo 6. Estratégia de obtencéo e analise de dados de citometria de fluxo
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Anexo 7. Termo de doacdo do corpo do animal - Laboratério de Patologia
Veterinaria (UFBA)

UrWESSIDADE FEDERAL D Futk 14,
ESC0LA DE MEDKZINA VETERFAR LA, .
ACGPITAL DE MEDICING YETERTUARLS

TERMO DE DO A C A& O

Pelo preente terma ew, .o

PaBR™ JEPFA® . e

LT
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de:,, Lragn PO - PEIBGEM .., idode
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Mative da deacds:
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Anexo 8. Artigo publicado

Carcinoma lobular pleomérfico de mama em cadela submetida
ao tratamento quimioterapico com carboplatina - Relato de caso*

Miario Jorge Melhor Heine D’ Assis!, Lais Pereira Silva?, Marilia Carneiro de Aratjo
Machado®, Nara Aratijo Nascimento?, Karine Aratijo Damasceno®, Geovanni Dantas
Cassali® e Alessandra Estrela-Lima™

ABSTRACT. D’ Assis M.J.M.H,, Silva L.P., Machado M.C. de A., Nascimento
N.A., Damasceno K.A., Cassali G.D. & Estrela-Lima A. [Pleomorphic lobular
carcinoma of the mammary gland in female dog subject to chemotherapy
with carboplatin - Case report.] Carcinoma lobular pleomérfico de mama em
cadela submetida ao tratamento quimioterapico com carboplatina - Relato de
caso. Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 38(Supl.1):139-146, 2016. Progra-
ma de Pés-Graduagado Ciéncia Animal nos Trépicos, Universidade Federal da
Bahia, Av. Adhemar de Barros, 500, Ondina, Salvador, BA 40170-110, Brasil.
E-mail: alestrela@gmail.com

The objective of this report was present and discuss a Pleomorphic lobular carci-
noma case incipient in canine female, 12 years old, Poodle, attended the Veterinary
Medicine Hospital of the Federal University of Bahia (UFBA). For this, they were
highlighted data relating to clinical, anatomical and histological, immunohistoche-
mical and therapeutic. The final diagnosis was established by histopathological
examination which revealed individual cells arranged in “single file”, or dispersed
in the stroma cells with sometimes bizarre and multinucleated, and intense nu-
clear pleomorphism and high rate mitotic. Immunohistochemical evaluation was
performed to better characterize the tumor and aid in therapeutic management.
The indicated treatment was chemotherapy with carboplatin, however there was
progression of the disease and the animal died 54 days after surgery. This report
describes at the first time the canine Pleomorphic lobular carcinoma in its initial
stage, contributing to the understanding of the biological feature of this tumour.
KEY WORDS. Metastatic potential, survival, mammary tumor.

RESUMO. Objetivou-se a partir deste relato, apre-  foram ressaltados os dados referentes aos achados
sentar e discutir um caso de Carcinoma lobular ple-  clinicos, anatomo-histopatolégicos, imuno-histoqui-
omdrfico incipiente em fémea canina, 12 anos, Poo-  micos e terapéuticos. O diagnéstico definitivo foi
dle, atendida no Hospital de Medicina Veterindria  firmado pelo exame histopatolégico que revelou cé-
da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Para tal,  lulas dispostas individualmente, com padrao linear,

*Recebido em 21 de marco de 2015.

Aceito para publicacdo em 9 de maio de 2016.
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dispostos em “fila indiana”, ou dispersos no estro-
ma, com células por vezes bizarras e multinucleadas,
além de intenso pleomorfismo nuclear e alto indice
mitético. Foi realizada a avaliagdo imuno-histoqui-
mica para melhor caracterizagdo do tumor e auxilio
na conduta terapéutica. O tratamento indicado foi a
quimioterapia com carboplatina, no entanto houve
evolugdo do quadro clinico e o animal veio a 6bito
54 dias apds o procedimento cirargico. O presente
relato descreve pela primeira vez o CLP em cadela
no seu estadio inicial, contribuindo para o entendi-
mento do carater biolégico desta neoplasia.

PALAVRAS-CHAVE. Potencial metastdtico, sobrevida,
tumor de mama.

INTRODUCAO

Carcinoma lobular pleomoérfico (CLP) é um tipo
especial de neoplasia mamaéria maligna que cor-
responde a uma variante do carcinoma lobular in-
vasor na mulher (Rosen & Oberman 1993, Rosen
1997, Rosen 2009). Na cadela, este tipo histopatolé-
gico foi descrito pela primeira vez em 2002, em um
estudo que comparou os achados citomorfol6gicos
e imuno-histoquimicos da neoplasia mamaria na
mulher, revelando similaridades entre as espécies
(Cassali et al. 2002).

O CLP possui um comportamento clinico agres-
sivo, apresentando prognéstico desfavoravel e bai-
xas taxas de sobrevida das pacientes acometidas.
Uma importante caracteristica, que comprova a
sua alta capacidade de disseminagdo é a auséncia
da imunomarcagao membranar da E-caderina, mo-
lécula sabidamente relacionada a adesao entre cé-
lulas (Wahed et al. 2002).

Em virtude da escassez de casos relatados na li-
teratura, nao existe um tratamento padrao para o
CLP, no entanto nos poucos relatos descritos, foi
realizado o mesmo tratamento para pacientes com
outros tipos de carcinoma de alto grau, observando
o estadiamento clinico (Moe & Anderson 2005). Na
espécie canina ndo foi descrito nenhum tratamento
para este tipo de neoplasia (Cassali et al. 2002, Sal-
gado et al. 2012).

Neste contexto, diante da escassez de dados na
literatura consultada e do alto potencial de malig-
nidade observado, objetivou-se, a partir do pre-
sente relato, apresentar e discutir um caso de CLP
em fémea canina, ressaltando os achados clinicos,
anatomo-histopatolégicos e imuno-histoquimicos.

HISTORICO

Uma cadela da raca Poodle, 12 anos de idade, nao
castrada foi atendida no setor de cirurgia de pequenos

animais do Hospital de Medicina Veterindria da Uni-
versidade Federal da Bahia (UFBA), com queixa princi-
pal de tumor de mama com evolucdo de seis meses. O
proprietario relatou crescimento inicialmente lento, com
evolucao rapida e prurido intenso no tltimo més. Havia
histérico de utilizacao prévia de progestagenos exoge-
nos e episodios de pseudociese.

No exame clinico, foi observado bom estado corpo-
ral, mucosas normocoradas e constatados na mama qua-
tro nédulos distintos, todos nao aderidos, nao ulcerados
e de consisténcia firme, localizados: entre as mamas
tordcica caudal e abdominal cranial (M, ,D - 0,4 x 0,3 x
0,2cm), entre as mamas abdominal caudal e abdominal
cranial (M, ,D - 0,6 x 0,3 x 0,2cm), na mama abdominal
caudal (M,D - 0,5 x 0,3 x 0,2cm) e na mama inguinal
(M,D -7,2 x 6,7 x 5,4cm) (Figura 1A). A partir desta ava-
liacao clinica, o animal encontrava-se em estadiamento
clinico IIT (modificado de Owen, 1980).

Para avaliacao pré-operatoria completa, a cadela foi
submetida a radiografia tordcica e ultrassonografia ab-
dominal para pesquisa de metastases, além de hemogra-
ma e petfil bioquimico sérico. Nao foram identificadas
imagens sugestivas de metdstase pulmonar e 0s exames
de avaliacao geral ndo apresentaram alteracoes.

A cadela foi submetida a mastectomia radical unilate-
ral (Figura 1B) com a retirada dos linfonodos inguinais.
A cirurgia foi realizada sem intercorréncias e a cadeia
mamaria, juntamente com o linfonodo inguinal direito,
foram encaminhados para o exame histopatolégico no
Laboratério de Patologia Veterindria do HOSPMEV/
UFBA (Figura 1B).

A avaliacao macroscopica da cadeia mamadria direita
revelou que os nédulos localizados em M, D, M, D e
M,D apresentavam superficie regular, consisténcia fir-
me, nao aderidos e nao ulcerados. Ao corte, M, D era
encapsulado com superficie compacta brancacenta. M,
D eM,D, também encapsulados, apresentaram superfi-
cie compacta de aspecto multilobular, brancacenta com
dreas pardas. O maior nodulo localizava-se em M,D e
possuia 7,2 x 6,7 x 5,4cm, superficie externa lisa, consis-
téncia variando de firme a flutuante, aderido a pele e
nao ulcerado, ao corte, deixava fluir moderada quanti-
dade de liquido seroso amarronzado, superficie de as-
pecto multinodular, brancacenta, entremeada por dreas
pardas a amarronzadas, por vezes avermelhadas.

Os fragmentos representativos dos nédulos mamaé-
rios, incluindo pele e tecido subcutaneo além dos linfo-
nodos regionais foram fixados em formol neutro, tam-
ponado com fosfato a 10% e processados pela técnica
rotineira de inclusao em parafina. As seccoes histologi-
cas de 4pum foram coradas pelas técnicas da Hematoxili-
na-Eosina (Luna 1968) e submetidas a avaliacao histopa-
tologica (diagnostico e graduacao).

Na avaliacao microscopica do nodulo localizado em
M, ,D foi evidenciada proliferacao encapsulada de célu-
las epiteliais bem diferenciadas associada a reatividade
de células mioepiteliais produtoras de cartilagem e indi-
ce mitdtico baixo, firmando-se o diagnéstico de Tumor
Misto Benigno. Em M,D e M,D, foi possivel constatar
lesoes semelhantes caracterizadas por proliferacao epi-
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telial de células moderadamente pleomorficas, com as-
pecto carcinomatoso, associada a proliferacao de células
mioepiteliais bem diferenciadas, produtora de matriz
mixdide com diferenciacio em cartilagem e indice mito-
tico moderado, mas com algumas figuras atipicas. Havia
ainda em M.D inlenso infiltrado inflamatorio misto. A

LS
Figura 1. Canino, fémea, exame clinico e cirurgia. A) Avaliagdo
clinica da cadeia mamaria; B) Animal preparado para proce-
dimento cirargico; C) Cadeia mamaria direita completa en-
viada ao LPV, contendo noédulos em M, ,D, M, D, M, D, M_D.

Figura 2. Fotomicrografia dos aspectos histopatologicos do carcinoma lob
neoplasica de células dispersas no estroma. Obj. 4X.; B- Aspeclo individualizado das células no carcinoma lobular pleomérfico,
arranjo em fila indiana com mitose visivel. Obj. 40X; C- Intenso pleomorfismo celular e nuclear, citoplasma abundante eosino-

partir dessas caracleristicas obleve-se o diagnostico de
Carcinoma em Tumor Misto (CTM) Grau TI.

A andlise das seccoes histologicas de M, D revelou
no parénquima mamdrio proliferacio neoplasica infil-
trativa para derme, composta por células de moderada a
inlensamente pleomorficas, individualizadas, dispostas
em fileira ou em aglomerados. As células neopldasicas
eram arredondadas a poligonais, com moderado cito-
plasma fortemente cosinofilico ¢ marcada anisocariose.
Presenca de células bi ou Lrinucleadas e poucas miloses
visiveis. Com base nesles achados, obleve-se o diagnos-
tico de Carcinoma lobular pleomorfico (Figura 2 A, B
e Q). Os linfonodos inguinais apresentaram, na maior
extensio do seu parénquima, discreta hiperplasia rea-
cional e alteracoes circulatérias inespecificas. Contudo,
foram obscrvadas células isoladas com aspecto epitelial
sugeslivo, compalivel com micromeldslase.

Com o objelivo de melhor caracterizar o CLP, seccoes
histologicas foram encaminhadas para a andlise imuno-
-histoquimica no Laboratorio de Patologia Comparada
ICB/UFMG. Os anticorpos primdrios utilizados foram:
receplor de estrogeno (RE) (1D3, Dako, 1:50), receptor
de progesterona (RP) (HPRA2, Neomarkers, 1:50), HER-
2 (policlonal, Dako, 1:200), Ki-67 (MIB-1, Dako, 1:50),
E-caderina (NCH-38, Dako, 1:60) e pancitoqueratina
(CKAE1AE3, Dako, 1:100).

filico (aspecto apdcrino), nicleo excéntrico e arranjo de células em fila indiana. Obj. T00X. HE

ular pleomorfico mamario em cadela. A- proliferacao
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O resultado da imuno-histoquimica revelou células
isoladas em estroma adjacente a glandula mamaria nor-
mal e hiperplasica com expressao citoplasmdtica forte
de citoqueratina AE1AE3, denotando origem epitelial
(Figura 3A). A andlise da expressdao de E-caderina mos-
trou perda da expressao membranar desta molécula e
forle expressao ciloplasmalica em células epileliais neo-
plasicas invasoras (Figura 3B). Estas também apresenta-
ram c¢lulas epiteliais neopldsicas invasoras apresentan-
do expressao nuclear posiliva de receplor de eslrogeno
(pelo menos 5% das células) (Figura 3C) e de receplor de
progesterona (em pelo menos 40% das células) (Figura
3D). Além disso, foram observadas expressao nuclear de
KI-67 em aproximadamente 30% das células epiteliais
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neoplasicas (Figura 3E) e marcacao moderada a forte
de HER-2 em membrana incompleta (escore 2 segundo
ASCO/CAP 2013) (Wolff et al. 2013) (Figura 3F).

A partir do resultado histopatolégico de acordo com
Cassali et al. (2014) ¢ da andlise imuno-histoquimica foi
iniciado o tratamento quimioterdpico com carboplatina
(300mg/m?). A paciente foi mantida em fluidolerapia
com solucdo fisioldgica quatro horas antes e quatro ho-
ras apds a administracao do quimioterdpico, sendo apli-
cada ainda, por via subculdnea, meloclopramida (0,5
mg/kg), ranilidina (2mg/kg) e promelazina (0,1 mg/
kg). Os mesmos medicamentos ainda foram prescritos,
via oral, por trés dias consecutivos.

Apos 15 dias da sessao de quimioterapia o animal

Figura 3. Canino, Carcinoma Lobular Pleomorfico, Fotomicroscopia da avaliagao imunoistoquimica. A- Expressao citoplasmética
forte de citoqueratina AE1AE3, 400X; B- Expressao citoplasmatica forte de E-caderina em células epiteliais invasoras, 400X;
C- Expressdo nuclear positiva de RE, 600X; D- Expressao nuclear positiva de RP, 600X; E- Expressao nuclear de KI-67, 400X;
F- Marcacao moderada a forte de HER 2, 600X.
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apresenlou inapeléncia, émese, diarreia e hipertermia,
com piora progressiva do quadro clinico. Foi realiza-
da terapia de suporte com fluidoterapia endovenosa e
adicionado complexo B e glicose, com administracao de
dipirona sodica (25mg/kg), sendo prescrito ranitidina
(2mg/kg), cloridrato de ondansctrona (0,2 mg/kg), di-
pirona sodica (25mg/kg), probiolico (2g/animal) e sul-
fametoxazol com trimetoprima (20 mg/kg).

Alguns dias depois, a paciente apresentou uma lesao
de pele na regiao cervical ventral que se eslendia alé a
regiao peiloral e aos membros Loracicos, com presenca
de ulceracoes e hematomas (Figura 4 A e B). Foi reali-
zada a limpeza com solucao fisiol6gica e administrado
meloxicam (0,1mg/kg). Apés trés dias, a paciente mos-
trou agravamento do quadro clinico e, na auscultacio
pulmonar foi observada presenca de estertor em regiao
loracica. Foi insliluida fluidolerapia com administra-
¢ao de cloridralo de tramadol (3 mg/kg) e furosemida
(2 mg/kg), além de limpeza do local das ulceracoes
cutaneas com solucao fisiologica e aplicacao de poma-
da cicatrizante com cloranfenicol. Nesse periodo foram
realizados hemogramas e bioquimicos seriados os quais
revelaram anemia, leucopenia, trombocitopenia, além
de aumento da creatinina. No entanto, apos 54 dias do
procedimento cirdrgico o paciente veio a 6bito e seu cor-
po, com autorizacao da proprictdria apos assinatura do

Figura 4. Canino, poodle, fémea, 12 anos, Necropsia. A e B- Lesédo em regiao cervical ventral que se estendia até a regiao peitoral
e os membros toracicos, area edemaciada com presenga de ulceragao e hematomas; C- Nodulo em lobo diafragmatico esquerdo
medindo 0,5 x 0,5 x 0,4 cm, bem delimitado, coloragao brancacenta; D- Regido do duodeno com area de ruptura em evidéncia.

termo de doacao, foi encaminhado para exame necros-
copico no Laboratorio de Patologia Veterindria (LPV) da
UFBA.

Na necropsia, foram observadas mucosas intensa-
mente hipocoradas e presenca de duas dreas de ulcera-
¢do na regiao ventral do torax medindo 3,0 x 2,0 ¢ 2,5 x
2,5 ¢cm, acompanhadas por hemalomas e edema (Figura
4 A e B). Além disso, foram detectados diversos nodu-
los cutancos milimétricos dispersos por todo o corpo, 0s
quais revelaram apos avaliacao histopalologica ser me-
Ldslase culanea da neoplasia diagnoslicada como CTM.
Com relacao a cadeia mamaria contralateral foram cons-
tatados dois nodulos sendo um localizado na mama ab-
dominal caudal esquerda medindo 3,0 x 20 x 2,0 cm e o
outro na mama inguinal esquerda medindo 1,0 x 0,8 x
0,8 cm, ambos de superficie regular, nao ulcerados, nao
aderidos e de consisléncia firme.

Qutros achados incluiram, na cavidade loracica, pre-
senca de aproximadamente 30 mL de conteddo seroso
levemente avermelhado (efusao pleural). Nos pulmoes
um nédulo em lobo diafragmitico esquerdo medindo
0,5 x0,5 x 0,4 cm, bem delimitado, coloraciao brancacen-
ta e consisténcia firme (Figura 4C), ao corte, superficie
compacta regular, encapsulada de coloracao brancacen-
ta. Na mucosa gastrica foram observadas trés dreas de
ulceracao, localizadas na regiao da cdrdia e recoberta
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por contetido pastoso de coloracao marrom escurecida
e no intestino havia drea de ruptura no duodeno (Figura
4D). Durante a necropsia, fragmentos das alteracoes em
mama, pele, figado, estomago e intestino foram colhidos
e encaminhados para o exame histopatolégico. A ava-
liacao microscopica confirmou as suspeitas referentes as
metdstases para pulmao e pele, porém indicou tratar-se
de metdstases CTM Grau 11, constatada pela presenca de
matriz mixéide associada as células epiteliais neoplasi-
cas, previamente diagnosticado em M,D e M,D.

DISCUSSAO

O presente relato possui expressiva relevancia,
pois apresenta, caracteriza e discute de forma pio-
neira o CLP em cadela, no seu estadio inicial, con-
duta clinica e tratamento instituidos. Neste caso,
a lesao proliferativa foi observada em uma tnica
mama, em forma de pequeno nédulo, por isso seu
diagnéstico pode ser considerado um achado in-
cidental e ratifica, diante da multiplicidade e he-
terogeneidade das lesdes neopldsicas da mama, a
necessidade da avaliagao histopatolégica de todos
os nédulos presentes na cadeia mamaria, indepen-
dentemente do tamanho (Cassali et al. 2014).

O maior nédulo foi classificado como CTM, ne-
oplasia atualmente mais frequente em cadelas (Ber-
tagnolli et al. 2009, Estrela-Lima et al. 2010). Com
base apenas no diagnoéstico histopatolégico, este
tumor é menos agressivo e de melhor progndsti-
co. Contudo, quando avaliados o pleomorfismo
celular, indice de formagao tubular e contagem mi-
tética, fatores que compdem a graduacao histopa-
tolégica (Elston & Ellis 1998), o CTM foi alocado
no grau II, o que lhe conferiu maior potencial de
malignidade.

A avaliagao clinica da paciente foi realizada de
acordo com o que preconiza a literatura, e as infor-
macdes obtidas determinaram a conduta terapéu-
tica e o estabelecimento do prognéstico (Cassali et
al. 2014). Para isto, o sistema TNM foi a principal
ferramenta utilizada e com base nele a cadela foi
classificada inicialmente no estadio III, pois apre-
sentava um nédulo maior do que 5cm e por nédo
apresentar metéstases em linfonodos regionais ou
a distancia no momento da avaliacao clinica. No
estadiamento patologico este animal passou para
o estadiamento 1V, pois foram observadas células
neoplésicas em linfonodos regionais (Owen 1980).
Esta evolugao do quadro clinico evidencia a impor-
tdncia de uma intervengao precoce, uma vez que
mesmo 0s casos que sao considerados, teoricamen-
te, menos agressivos, a exemplo dos CTM podem
evoluir para piores prognoésticos (Sorenmo 2003,
Kristiansen et al. 2013).

O CLP foi observado em uma area delimitada
da lamina indicando sua fase inicial de desenvol-
vimento. As caracteristicas microscépicas obser-
vadas nesse relato corroboram com os achados
descritos na literatura veterindria e humana para
o padrao apécrino do CLP, caracterizado por célu-
las tumorais intensamente pleomérficas, dispersas
no estroma ou dispostas em um padrao linear (fila
indiana), citoplasma eosinofilico relativamente
abundante e nticleo excéntrico, além de alto indice
mitético (Cassali et al. 2002, Rosen 2009, Salgado et
al. 2012, Rakha et al. 2013).

A anélise imuno-histoquimica foi realizada com
o objetivo de melhor caracterizar o CLP. O resulta-
do desta avaliagdo mostrou expressao citoplasma-
tica forte para citoqueratina (AE1/ AE3) em células
isoladas no estroma adjacente a glandula normal
e hiperplésica, confirmando a origem epitelial. Fo-
ram detectadas também positividade para RE, RP,
HER-2, além de expressdao membranar para E-ca-
derina em 30% de células para o marcador KI-67.
Essas caracteristicas estdo em concordancia com
o que foi observado no presente caso juntamente
com os dados relatados na literatura veterinaria
(Cassali et al. 2002, Salgado et al. 2012).

Na literatura humana existem dados conflitan-
tes sobre a imunoexpressao dos receptores hormo-
nais. No entanto, o CLP é conhecido por apresentar
positividade para esses receptores, além de uma
alta taxa de proliferacao, representada pelo percen-
tual de marcagao do KI-67 (Rhadi 2000, Tavassoli &
Devilee 2003). A expressao de E-caderina revelou
marcagao citoplasmética ao invés de um padrao
membranar tipico. Esses achados reforcam o alto
potencial de disseminagdo do CLP e corroboram
com achados prévios em carcinoma lobular em
mulheres (Rhadi 2000, Tavassoli & Devilee 2003,
Hanby & Hughes 2008), assim como em cadelas
(Cassali et al. 2002, Salgado et al. 2012), onde a ex-
pressdo deste marcador geralmente é negativa ou
fraca na membrana de células carcinomatosas.

Na medicina humana nao ha um consenso so-
bre o tipo de tratamento ideal para o CLP, devido
ao ntmero reduzido de casos conhecidos e estadio
avancado da doenga (Jung et al. 2012, Blair et al.
2013, Khoury et al. 2014). No entanto, nos poucos
relatos encontrados foi realizado o mesmo trata-
mento para pacientes com outros tipos de carcino-
ma de alto grau, com antraciclinas e taxanos (Moe
& Anderson 2005, Joh et al. 2012). No presente re-
lato, apesar do estadiamento clinico ndo indicar a
presenga de metéstase, foi instituido o tratamento
quimioterdpico, diante da graduacdo histopatol6-
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gica do CTM, do estadiamento patol6gico e prin-
cipalmente na tentativa de conter a agressividade
do CLP, tumor de pior prognéstico ainda que in-
cipiente. A escolha da carboplatina se justifica por
ser essa a droga de elei¢ao na medicina veterinaria
para neoplasias da glandula mamaria com resulta-
dos satisfatérios (Lavalle et al. 2012).

Com a realizagdo das sessdes de quimiotera-
pia busca-se promover de forma sequenciada e
progressiva a destruicdo das células neoplésicas
ou interrupgao da sua proliferagao. A paciente do
presente relato foi submetida apenas a uma sessao
de quimioterapia, devido a piora do quadro clinico
e consequente 6bito. Esta piora do quadro clinico
foi observada aproximadamente dez dias apés a
aplicacao do quimioterapico, sendo este tempo re-
lacionado ao nadir da droga, ou seja, 0 tempo em
que o animal pode apresentar valores hematol6-
gicos relacionados a anemia e imunossupressao.
A conclusdo da necropsia indicando como causa
mortis choque misto (hipovolémico e séptico) su-
gere a participagdo efetiva dos efeitos colaterais
provenientes da quimioterapia com carboplatina,
relacionados & mielossupressao, inapeténcia, vomi-
to e diarreia, a exemplo do que foi observado por
Siddik (1987) em estudos anteriores. Lavalle et al.
(2009), em um estudo com um ntamero maior de
pacientes, nao observaram efeitos colaterais signi-
ficativos, consequentemente melhor qualidade de
vida e maior sobrevida desses animais.

Como sitios mais frequentemente acometidos
por metastases de neoplasias mamarias tém-se os
linfonodos regionais, o pulmao e o figado (Cassa-
liet al. 2014). Podendo ocorrer, em alguns casos, a
exemplo do que foi observado no presente relato,
primeiramente no pulmaéo, posteriormente em lin-
fonodos cervicais superficiais, externais ou ingui-
nais profundos e/ ou figado, rins e, menos frequen-
temente, 0ssos, coragao ou pele (Lana et al. 2007).
Contudo, cabe ressaltar que tais focos metastaticos
foram provenientes do CTM e nao do CLP, como
era esperado. Tal fato se deve, possivelmente, a
fase inicial de desenvolvimento do CLP aqui rela-
tado. Apesar do CTM ser considerado uma neopla-
sia de baixa agressividade, metdstase para sistema
nervoso central ja foi observada na rotina veterina-
ria (dados nao publicados).

A sobrevida global, definida em dias como o pe-
riodo entre a exérese cirtirgica do tumor primdrio
e a data de 6bito pela doenga, foi de 54 dias, consi-
derada baixa, mas compativel com casos de CLP,
sabidamente agressivos (Di Costanzo et al. 1990).
Entretanto, com base nos achados de necropsia, a

causa mortis ndo apresentou relagdo com CLP. A
neoplasia e as metastases, cutdneas e pulmonares
detectadas, sao provenientes do CTM cuja gradu-
acao histopatolégica, fator prognéstico de grande
importancia, justifica seu maior potencial de ma-
lignidade.

CONCLUSAO

Com base nos achados histopatolégicos e imu-
no-histoquimicos, foi firmado o diagnéstico de
CLP incipiente em cadela. Essa é uma neoplasia ex-
tremamente agressiva e considerada rara pela es-
cassa literatura existente. Desta forma, o presente
relato constitui uma importante contribuigao, pois
traz dados referentes ao comportamento clinico,
conduta terapéutica e achados anatomo-histopato-
l6gicos do Carcinoma lobular pleomérfico em sua
fase inicial.
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