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SINOPSE
EXPRESSAO DA E-CADERINA NO PROGNOSTICO DE NEOPLASIAS
MAMARIAS EM CADELAS
Autora: Christine Hauer Piekarz
Orientador: Alexander Welker Biondo

As neoplasias mamarias sdo o0s tumores mais comuns nas cadelas nao
castradas. Embora a avaliagdo microscopica do nddulo defina o seu diagnéstico,
marcadores protéicos que caracterizem o risco no desenvolvimento de metastases tém
sido propostos como ferramenta auxiliar na determinagdo do seu prognéstico. A e-
caderina (caderina epitelial) € um membro da familia das caderinas conhecida pelo
importante papel na regulagdo da adeséo intercelular em tecidos epiteliais. Em tumores
mamarios caninos parece existir uma significativa correlacdo entre a perda de
expressao da e-caderina e outros indicadores de prognéstico ruim, como o tamanho do
tumor, ulceragao, tipo histoldgico, tipo de crescimento, metastase em linfonodos e
necrose, indicando que a perda da expressdo da e-caderina pode ter um valor
prognostico em neoplasias mamarias caninas.

No presente estudo retrospectivo foi utilizado 50 casos clinicos de neoplasias
mamarias em cadelas, selecionados a partir do diagnostico histopatoldgico, divididas
em cinco grupos de 10 animais cada de acordo com a classificacdo histopatolégica e
caracteristica clinica do tumor. A anamnese, a ficha de identificacdo e a necropsia dos
pacientes foram registradas, quando possivel, tendo por base as fichas clinicas de
atendimento. Os tecidos neoplasicos de todos os animais foram fixados em formol 10%,
e avaliados para expressdao da E-caderina nos tecidos pela técnica de

imunoistoquimica.
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Foi observada, neste estudo, uma variacao da expressao da E-caderina entre os
diferentes grupos histolégicos das neoplasias mamarias, mostrando que a expressao da
E-caderina parece estar relacionada as diferentes classificagdes histoldgicas e
comportamento biolégico do tumor, tendo sido encontrado menor expressido nas
neoplasias malignas. Ainda que tenha sido observado, também, uma expressdo normal
da E-caderina nos carcinomas inflamatérios, a maioria apresentou menor expressdo em
comparagao aos outros grupos.

Dentre as pacientes portadoras de carcinoma com metastase pulmonar, 30%
apresentaram a mesma expressdo nos nodulos primarios e metastaticos (pulmao),
sugerindo que ocorram alteragées dinamicas reversiveis da expressdo da E-caderina
durante a progressao do carcinoma e o processo de metastase.

Nao foi observada uma relagdo direta da expressdao da E-caderina com o
tamanho do tumor sugerindo que esta caracteristica deve ser associada ao tipo
histolégico do tumor quando se analisa o grau de expressao da proteina.

Observando-se a grande dindmica na alteracdo da expressao da E-caderina e
comparando-a separadamente com variaveis de prognostico, percebe-se que esta
proteina ndo deve ser utilizada como um fator de progndstico independente, mas pode
ser sim um marcador no qual a sua auséncia indica maior malignidade da neoplasia

principalmente correlacionando-a aos carcinomas inflamatorios.
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ABSTRACT
EXPRESSION OF E-CADHERIN IN THE PROGNOSIS OF MAMMARY
NEOPLASIAS IN BITCHES
Author: Christine Hauer Piekarz
Adviser: Alexander Welker Biondo

The mammary tumors are the most common in intact bitches. Although the
microscopic evaluation of the nodule defines its diagnostic, proteins markers that
characterize the risk in the development of metastases have been proposed as auxiliary
tools in the determination of its prognostic. The E-cadherin (epithelial cadherin) is a
member of the cadherins families known for having important role in the regulation of
intercellular junction. It seems to exist a significant relation between the loss of the e-
cadherin and other indicators of poor prognostic in the canine mammary tumors, such as
tumor size, ulceration, histological type, growing type, lymph nodes metastases and
necrosis, indicating that the loss of expression of the E-cadherin may have a prognostic
value in these tumors.

Fifty clinic cases of bitch mammary neoplasms were used in the current
retrospective study, selected from the histopathological diagnostic and divided in 5
groups of 10 animals each, according to the histopathological classification and clinic
characteristic of the tumor. The anamnesis, the identification card and the patient
necropsy were registered when it was possible, based on the consultation clinic cards.
The neoplasic tissues from all animals were fixed in 10% formalin and evaluated for the
E-cadherin expression in tissues by immunohistochemical methods.

A variation of the E-cadherin expression in the different histological groups of the

mammary neoplasias was observed in this study, showing that the E-cadherin
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expression seems probably to be related to the different histological type and biological
behavior of tumors, finding a minor expression in the most malignant tumors. Even if a
normal expression of the E-cadherin in the Inflammatory Carcinomas has also been
observed, the majority showed minor expression comparing to the other groups.

Only 30% of the patients with lung metastase carcinoma showed the same
expression of the primary and metastatic nodes, suggesting that reversible dynamics
alterations of the E-cadherin expression occur during the carcinoma progression and
metastasis development.

A straight relation of the E-cadherin expression with the tumor size was not
verified suggesting that this characteristic must be associated to the histological type of
tumor when is analyzed the degree of the protein expression.

By observing the grade dynamic in the alteration of the E-cadherin expression
and comparing it apart with prognostic variables, it is understandable that this protein
can not be used as a factor of independent prognostic, but it sure can be a marker in
which its absence indicates a major malignant of the neoplasm, relating it mainly to the

inflammatory carcinomas.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns nas cadelas nao
castradas (RUTTEMAN et al., 2001; SORENMO, 2003). Estas afecgbes acometem,
com maior frequéncia, fémeas entre nove e doze anos de idade, e as racas nas quais
se observa maior incidéncia dos tumores de mama sao os Poodles, os Pastores
Alemaes e os Cockers Spaniel, além dos animais sem raca definida (RUTTEMAN et al.,
2001).

O diagndstico definitivo para tumores mamarios é determinado pelo exame
histopatoldégico. O exame microscopico das células tumorais e da cadeia linfatica
fornece informagbes importantes sobre a natureza, o tipo histoléogico e a extensao
microscopica da lesdo (CAVALCANTI e CASSALLI, 2006).

Embora a avaliagdo microscopica do nodulo defina o seu diagnéstico,
marcadores protéicos que caracterizem o risco no desenvolvimento de metastases tém
sido propostos como ferramenta auxiliar na determinacdo do seu progndstico
(WEIGELT et al., 2005). As proteinas de superficie celular responsaveis pela jungéo
celular ou CAMs (moléculas de adesao celular) foram descritas como potenciais
marcadores, sendo suas cinco principais classes as caderinas, imunoglobulinas,
selectinas, mucinas e integrinas (LODISH et al., 2000).

Dentre as proteinas de jungao celular, as caderinas parecem ser as mais
promissoras como indicadores de prognostico nas neoplasias mamarias. Além de
atuarem na juncgao intercelular estdo também envolvidas na regulagédo de processos
observados no desenvolvimento tumoral como o crescimento celular desordenado, a

diferenciagao celular defeituosa e a organizagao tecidual modificada. Deste modo, é



esperado que estas moléculas afetem também a génese do tumor e o comportamento
das células neoplasicas (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

A E-caderina (caderina epitelial) € um membro da familia das caderinas
conhecida por desempenhar um papel importante na regulagao da adesao intercelular
em tecidos epiteliais. E considerada o principal componente na jungdo de aderéncia
transmembranosa de células epiteliais de todos os 6rgaos, como as células epiteliais
luminais mamarias (TAKEICHI, 1991). Como a maioria dos tumores de mama, tanto na
mulher como na cadela, sdo de origem epitelial, a E-caderina tem sido intensamente
estudada em relacdo a sua funcédo na génese destes tumores (MATOS et al., 2006).

O uso da imunoistoquimica no estudo de marcadores progndsticos dos tumores
de mama em cadelas constitui importante ferramenta de trabalho na rotina e pesquisa
diagnosticas (KANDIOLER-ECKERSBERGER et al., 2000). A utilizacdo de anticorpos
monoclonais contra antigenos especificos associados aos tumores de mama permite
um melhor conhecimento da biologia tumoral, permitindo, com isso, um diagndstico,
prognostico e tratamento mais direcionados para o controle destas neoplasias

(MOTTOLLESE et al., 1994).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A GLANDULA MAMARIA NAS CADELAS

Nas cadelas as glandulas mamarias apresentam-se sob a forma de linhas
mamarias subepidermais (DYCE et al, 1996), consideradas glandulas secretoras
especializadas resultantes da invaginagdo da epiderme durante a embriogénese,
gerando uma série de ductos que se conectam ao ambiente externo (KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005). Seu desenvolvimento inicia-se na fase embrionaria e continua
lentamente até o periodo pré-puberdade (CAVALCANTI e CASSALI, 2006). O
desenvolvimento da glandula mamaria s6 é efetivado na presenga dos horménios da
gestacdo e da lactagdo, que induzirdo a ramificacédo e estimulardo a proliferagdo de
células germinativas finais e a diferenciacdo em alvéolos glandulares que produzirdo o
leite. Apdés o desmame, o alvéolo regride por apoptose e as estruturas ductais séo
mantidas (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

A mama é composta pelos ductos ou alvéolos que sdo componentes epiteliais,
pelo produto de secrecao (na fase de lactacéo) e pelo estroma (SILVERMAN, 1997). O
lume dos ductos e alvéolos mamarios € revestido internamente por células epiteliais
(BOUSSADIA et al., 2002) e externamente pelas células mioepiteliais (RADICE et al.,
1997) que estao relacionadas com o reflexo de ejecao do leite (SILVERMAN, 1997).
Nos caes, as mamas sao tipicamente dispostas em alinhamento bilateral que se
estendem desde a regido toracica ventral a inguinal. O numero médio de glandulas é de
10, distribuidas da seguinte forma: quatro toracicas de tamanho menor, quatro
abdominais de tamanho médio e duas inguinais ou pubicas de maior tamanho (DYCE et

al., 1996).



2.2 NEOPLASIAS MAMARIAS

O desenvolvimento de uma neoplasia resulta do somatério de uma série de
fatores originando células que nao respondem aos mecanismos naturais de controle
(RUTTEMAN et al., 2001). Apesar das neoplasias terem origem em diferentes tecidos e
seu desenvolvimento ser induzido por diversos agentes, como virus, produtos quimicos
mutagénicos e radiagdes, o dano no genoma celular € um ponto em comum para todas
as neoplasias, porém, apesar de geralmente inconsequente, este dano genético
produzido por um carcinégeno parece ser corriqueiro (CULLEN et al. 2002). O processo
de formacdo de um tumor é dividido em etapas distintas, como iniciagdo, promocéo,
progressao e manifestagao clinica (RUTTEMAN et al., 2001).

Os tumores mamarios apresentam-se frequentemente como nédulos que podem
apresentar tipos histolégicos diversos e ocorrer em uma ou mais glandulas mamarias
de forma sincronica (MISDORP, 2002; CAVALCANTI e CASSALI, 2006). Nestes casos
em que as lesdes da mama surgem de maneira multicéntrica, o tumor de pior
prognostico € o que determinara a evolugcédo clinica do paciente (CAVALCANTI e
CASSALLI, 2006). O cancer de mama € uma doencga clinicamente heterogénea, ou seja,
se expressa de forma muito variada em cada paciente, e esta natureza heterogénea
acarreta numa dificuldade ndo somente para definir a cura da doenga, mas também
para determinar fatores de risco para o desenvolvimento de metastases (WEIGELT et
al., 2005).

A determinagao do grau de malignidade dos tumores € baseada em uma série de
caracteristicas de avaliacdo, entre elas a diferenciacdo celular, indice de mitose,
pleomorfismo celular ou nuclear, presenca de necrose, invasividade, reacao estromal e

resposta linféide inflamatéria. A determinacdo deste grau pode estar associada a



sobrevida, indice de metastase, intervalo livre da doenca, ou com a frequéncia e/ou
intervalo de tempo de recorréncia local (POWERS, 2001).

A maioria das neoplasias malignas é classificada como tumores epiteliais
malignos, ou carcinomas. Os carcinomas sao classificados em 4 graus histologicos,
divididos pelas lesdes em: (a) os nao infiltrativos, como o carcinoma in situ (grau 0); (b)
0s com invasao do estroma adjacente, mas sem invasao vascular ou linfatica detectavel
(grau I); (c) os com invasédo vascular ou linfatica e/ou metastase para linfonodos
regionais (grau Il); e (d) os com evidéncias de metastases distantes (grau Ill). Além
disso, estes tumores foram classificados baseados em seu grau de diferenciagao
celular (pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem diferenciado). Ambas
as classificagdes sao relatadas como tendo importante relagéo a agressividade tumoral
(RUTTEMAN et al., 2001).

Baseado nisso, a diferenciagdo histopatolégica dos tumores epiteliais de
glandulas mamarias tem um impacto no prognéstico, com este sendo inversamente
proporcional a perda da diferenciacdo. Por exemplo, os carcinomas in situ e o0s
adenocarcinomas tém melhor prognostico que os carcinomas anaplasicos e
inflamatoérios (SORENMO, 2003). Os carcinomas inflamatérios apresentam uma
designacao especifica reservada, pois, histologicamente, constituem um tipo nitido de
carcinoma pobremente diferenciado com grande evidéncia de células inflamatdrias
mono e polinucleares infiltradas. Clinicamente, este neoplasma cresce e provoca
metastases com grande velocidade, além de invadir vasos linfaticos da pele resultando
em acentuado edema e inflamagédo (RUTTEMAN et al., 2001).

A avaliagdo clinica das neoplasias mamarias requer a determinagdo dos

seguintes fatores: (1) condigbes gerais do animal; (2) sinais clinicos; (3) duragcdes dos



sinais; (4) velocidade de crescimento tumoral; (5) localizagdo; (6) tamanho; (7)
consisténcia do tumor; (8) numero de glandulas envolvidas; (9) forma de crescimento;
(10) ulceragao; (11) aderéncia em tecidos adjacentes; (12) aumento dos linfonodos
regionais; (13) linfedema de extremidades; (14) deformidade da mama; (15) recorréncia
e, (16) presenga de metastase a distancia. Os fatores 6, 10, 11, 12 e 16 contribuem
para a determinacdo do estagio clinico da doenga tumoral de acordo com o sistema
TNM (Tumor/Linfonodo/Metastase) da Organizagdo Mundial de Saude (MISDORP,
2002).

O melhor meio de se obter um diagndstico definitivo € por meio do exame
histologico da bidpsia excisional (RUTTEMAN et al., 2001). O exame histopatolégico é o
método de eleicdo para identificar as caracteristicas de uma neoplasia (MOTA e
OLIVEIRA, 1999). Quando, apds avaliacdo fisica, suspeita-se de metastase no
linfonodo, este deve ser avaliado pela analise citolégica realizada por meio de aspirado
por agulha fina. Este exame também pode ser util para o diagnéstico do carcinoma
inflamatério (RUTTEMAN et al., 2001), mas nas demais neoplasias mamarias a
citologia é util apenas como um diagndéstico presuntivo, e nao definitivo, como utilizado
no diagndstico de processos benignos, como cistos ou abscessos e para massas
neoplasicas como o mastocitoma e outros tumores de células redondas (CULLEN et al.,
2002).

Varios fatores tém sido relacionados ao prognostico, entre eles o tamanho do
tumor, envolvimento de linfonodos, presenca de metastases distantes, tipo histoldgico,
grau de malignidade, grau de diferenciacao celular, evidéncia de infiltrado mononuclear
adjacente ao tumor, atividade do receptor do hormdnio esterdide e indice de mitose

(RUTTEMAN et al, 2001). As caracteristicas histopatolégicas indicativas de um



progndstico reservado sao: anisocariose, presenga de necrose tumoral, ocorréncia de
invasao de vasos linfaticos e/ou sanguineos e observagao de metastases em linfonodos
satélites (PHILIBERT et al., 2003). O tamanho do tumor é considerado como um fator
de prognéstico independente, pois tumores menores que 3 cm de didmetro estdo
associados com um progndstico significativamente melhor que os tumores maiores que
esta medida (SORENMO, 2003). Sabe-se que o risco de desenvolvimento de
metastase aumenta com a presenca de células neoplasicas em linfonodos, com o maior
tamanho do tumor primario e com a perda da diferenciagao histopatolégica (WEIGELT
et al., 2005), e que o enfraquecimento dos mecanismos de adesao celular, que envolve
alteracbes na adesao celular e interagdes das células com a matriz extracelular no
tumor primario, € um pré-requisito para a ocorréncia de metastase (BUSSEMAKERS e
SCHALKEN, 1996).

A imunoistoquimica pode ser utilizada como um auxilio na classificagdo de
diversos tumores em medicina veterinaria, com emprego crescente na rotina da
medicina humana (POWERS, 2001). A aplicagdo da imunoistoquimica tem trazido
informacdes uteis (MISDORP, 2002), pois permite determinar com maior precisao a
presenca de marcadores hormonais, a taxa de proliferagdo celular, a angiogénese € a
presenca de produtos de proto-oncogenes e de genes supressores tumorais

(CAVALCANTI e CASSALLI, 2006).

2.2.1 Neoplasias mamarias em cadelas
As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns nas cadelas nao
castradas, sendo, portanto, claramente horménio dependentes (RUTTEMAN et al.,

2001; SORENMO, 2003). Em consequéncia, o risco de ocorréncia de neoplasias



malignas em cadelas castradas antes do primeiro estro € baixo, em torno de 0,05%.
Este risco aumenta para 8,0% depois do primeiro estro e para cerca de 26,0% se
submetida a ovariosalpingoisterectomia apds o segundo estro, quando comparadas
com cadelas intactas. Depois disso a castragéo nao interfere mais na oncogénese das
neoplasias malignas. Porém, a chance de desenvolver tumores benignos parece ser
reduzida pela castragcdo em qualquer idade (RUTTEMAN et al., 2001; SORENMO,
2003).

Os tumores de mama representam aproximadamente 52% de todas as
neoplasias na cadela, sendo que 50% delas sao malignas (RUTTEMAN et al., 2001). E,
dentre as malignas, cerca de 50% sao os carcinomas. A classificagdo pode ser
realizada de acordo com a origem tecidual (tecido epitelial, miopetelial ou
mesenquimal), os aspectos morfoldgicos e o prognéstico (SORENMO, 2003).

A metodologia para a classificagdo os tumores varia consideravelmente, porém
ha um consenso geral para as seguintes categorias: adenomas, carcinomas e tumores
mistos benignos e malignos (MOULTON, 1990). A Organizagcdo Mundial da Saude
classifica os tumores de mama da cadela em tumores malignos, benignos, nao
classificados e hiperplasias ou displasias mamarias. As neoplasias malignas sao: o
carcinoma in situ, carcinoma complexo, carcinoma simples com os subtipos
tubulopapilar, sélido, e anaplasico; tipos especiais de carcinoma, que agrupam o
carcinoma de células fusiformes, o de células escamosas, 0 mucinoso e o0 rico em
lipidio; sarcomas tais como fibrossarcoma, osteossarcoma e outros sarcomas
(MISDORP et al., 1999).

Nos tumores benignos estdo agrupados os adenomas simples, complexo e

basalodide, os fibroadenomas de baixa e alta celularidade, o tumor misto benigno e o



papiloma ductal. As hiperplasias ou displasias mamarias na cadela sao classificadas
como hiperplasia ductal, hiperplasia lobular podendo ser epitelial ou adenose, cistos,
ectasia ductal, fibrose local e ginecomastia (MISDORP et al., 1999).

O diagndstico da neoplasia mamaria em medicina veterinaria deve incluir o
exame fisico detalhado, baseado na idade, no historico reprodutivo e nos sinais clinicos,
como a presenga de nédulos mamarios e aumento de volume de linfonodos regionais.
Sinais sistémicos como tosse, dispnéia e claudicacdo, que podem ocorrer devido ao
desenvolvimento de metastases, merecem especial atengcdo. Deve ser considerado na
primeira avaliagdo se o local da regido da doenga permite ou ndao uma completa
ressecgao (CAVALCANTI e CASSALI, 2006).

O estadiamento das neoplasias mamarias em cadelas deve ser voltado para a
avaliagado da fase de evolugdo tumoral, bem como as possibilidades de progresséo do
tumor, no seu sitio de origem e em outros territérios (metastases). Este estadiamento
pode ser feito segundo o sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude (MOULTON, 1990).

A radiografia ainda é o principal método para avaliagdo de metastases
pulmonares em animais (SORENMO, 2003). Portanto, nos casos em que a malignidade
nao pode ser excluida, deve-se realizar radiografia toracica dos planos laterais direito e
esquerdo e ventrodorsal, para avaliar possiveis metastases em pulmao e linfonodos
esternais do animal, uma vez que todos os tumores mamarios malignos tém um
potencial metastatico (RUTTEMAN et al., 2001). Este risco de disseminacdo esta
correlacionado ao tipo tumoral, diferenciagdo histologica e varios fatores clinicos de
prognostico. Em geral, os tumores epiteliais provocam metastases pela circulagao

linfatica para linfonodos regionais e pulmdes, enquanto os tumores mesenquimais se
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disseminam pela via hematdgena diretamente para o pulmdo (SORENMO, 2003).
Portanto, os principais 6rgaos acometidos pelas lesbes metastaticas sdo: linfonodos
regionais (inguinais e axilares) e pulmao e com, menor frequéncia, rins, figado, baco,
pele, adrenais, encéfalo, olhos e esqueleto (KITCHELL, 1995; CAVALCANTI e
CASSALI, 2006).

Em medicina veterinaria, o diagndstico histopatolégico deve ser realizado em
todos os casos de neoplasia mamaria submetidas a exérese cirurgica. A exérese
cirurgica € o tratamento de escolha para todos os cédes com tumores de glandula
mamaria, com excecdo do carcinoma inflamatério ou na presenca de metastases
distantes (RUTTEMAN et al, 2001; MISDORP, 2002). Realizada com ampla margem de
seguranga € a modalidade de tratamento mais efetiva para o controle local do tumor e
que confere maior sobrevida para cadelas com cancer de mama (BIRCHARD, 1995;
MISDORP, 2002). O tipo de cirurgia dependera da extensao da doenga (RUTTEMAN et
al., 2001), do tamanho, localizagdo, numero e grau de infiltragdo dos tumores, além da
condicdo dos linfonodos regionais, idade do animal e perspectiva do proprietario
(MISDORP, 2002).

A quimioterapia € realizada em todas as mulheres com cancer de mama com
risco de desenvolver metastase distante. No entanto, em cdes com tumores mamarios
de alto risco, ainda sdo necessarios estudos prospectivos para avaliar a eficacia da
quimioterapia e quais drogas e protocolos sdo mais eficazes (SORENMO, 2003).

Em medicina veterinaria, o aumento na casuistica e a complexidade na evolugao
clinica dos tumores de mama nas cadelas tém despertado interesse especial no estudo
dos fatores de prognéstico. Mas determinar o progndstico do paciente canino com

neoplasia mamaria pode ser dificil, ja que o comportamento biolégico desses tumores
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varia consideravelmente (KURZMAN e GILBERTSON, 1986). Clinicamente, o cancer de
mama € uma doenga heterogénea, ou seja, se expressa de forma muito variada em
cada paciente, e esta natureza heterogénea acarreta numa dificuldade ndo somente
para definir a cura da doenca, mas também para determinar fatores de risco para o
desenvolvimento de metastases (WEIGELT et al., 2005). Dessa forma, a definicao de
subpopulacdes de pacientes caninos com evolugdes distintas de sobrevida facilitaria
nao apenas a determinagdo do prognéstico, como também as melhores condutas
terapéuticas a serem adotadas (KURZMAN e GILBERTSON, 1986).

Estudos utilizando culturas celulares e modelos animais sugeriram que a E-
caderina € uma molécula supressora de tumor e de invasao neoplasica (KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005). Isto também foi observado com o estudo da prevaléncia da perda
desta molécula em lesbes precursoras nao invasivas conhecidas como carcinomas
lobulares in situ (COWIN et al., 2005).

Em tumores mamarios caninos parece existir uma significativa correlagcéo entre a
perda de expressao da E-caderina e outros indicadores conhecidos de progndstico
ruim, tais como tamanho do tumor, ulceracdo, tipo histologico, tipo de crescimento,
metastase em linfonodos e necrose, indicando que a perda da expressao da E-caderina
pode ter um valor prognéstico em neoplasias mamarias caninas (MATOS et al., 2006).

Baseando-se nessas evidéncias, parecer ser importante a influéncia que as
caderinas exercem no desenvolvimento da neoplasia e de suas metastases, com
especial atencdo a E-caderina, pois € uma molécula responsavel pela adesdo das

células epiteliais, das quais a maioria dos tumores € derivada.
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2.3 CADERINAS

As caderinas sao proteinas transmembranosas (BERX e VAN ROY, 2001;
KNUDSEN e WHEELOCK, 2005), calcio dependentes (LODISH et al., 2000; MATOS et
al., 2006), com fungdo de promover adesao intercelular (KNUDSEN e WHEELOCK,
2005). Sao moléculas que promovem a manutengdo da arquitetura tecidual normal
(MATQOS et al., 2006). Existem mais de 40 caderinas diferentes conhecidas (LODISH et
al., 2000). As caderinas mais estudadas sao as caderinas E (epitelial), P (placentaria) e
N (neural), conhecidas como caderinas classicas (ROWLANDS et al., 2000).

Os ductos e alvéolos mamarios que se formam ainda na embriogénese séo
duplamente revestidos por células epiteliais. Estas células se aderem umas as outras
pela E-caderina (BOUSSADIA et al., 2002). As células mioepiteliais, que envolvem a
camada luminal externa, se aderem umas as outras pela P-caderina (RADICE et al.,
1997). Sabe-se que a expressado da P-caderina é restrita ao mioepitélio nas glandulas
mamarias normais nao lactantes de mulheres, porém tem sido observada em muitos
carcinomas ductais (SOLER et al., 2002). Esta observagdo pode ser um indicativo de
que as células tumorais tém caracteristicas de células mioepiteliais ou de revestimento
(RADICE et al., 2003). Sabe-se também que a perda de expressao da P-caderina
resulta em uma alteracdo fenotipica da glandula mamaria, levando a um
desenvolvimento precoce da glandula e diferenciacao de células epiteliais (KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005).

A E-caderina é um elemento da familia das caderinas conhecida por
desempenhar um papel importante na regulagdo da adesao intercelular em tecidos
epiteliais (TAKEICHI, 1991; MATOS et al., 2006). E considerada a principal componente

na jungcao de aderéncia transmembranosa de células epiteliais de todos os o6rgéaos,
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como as células epiteliais luminais mamarias (TAKEICHI, 1991). Como a maioria dos
tumores de mama, tanto do homem como do céo, sao de origem epitelial, a E-caderina
tem sido intensamente estudada em relagédo a sua fungdo na génese do tumor (MATOS
et al., 2006). Esta molécula parece também ser essencial para a diferenciacao e
sobrevivéncia da célula epitelial alveolar, bem como para a fung¢ao da glandula, pois foi
observado que a destruicdo da E-caderina do epitélio mamario em lactacao resulta em
acentuada apoptose com concomitante perda da producéao de leite (BOUSSADIA et al.,

2002).

2.3.1 Fisiopatologia das Caderinas

As E-caderinas possuem como principal funcdo a unido entre as células
epiteliais, e as P-caderinas a das células mioepiteliais. Esta expressao diferenciada da
E-caderina e P-caderinas produz dois compartimentos na glandula mamaria, com
células epiteliais revestindo o lume e células mioepiteliais encobrindo a membrana
basal. Mas as caderinas classicas nao estao envolvidas em ligagdes entre as células
epiteliais e mioepiteliais. Esta fungao é realizada por uma subfamilia de caderinas, as
caderinas desmossomais, as quais sdo componentes transmembranosas dos
desmossomos (PITELKA et al., 1973).

Os desmossomos unem as células epiteliais, as células mioepiteliais e os dois
tipos de células umas as outras, sendo essenciais para o estabelecimento do arranjo de
dupla camada (RUNSWICK et al., 2001). Suas unides, localizagdo celular e atividade
funcional sao reguladas, em parte, pelos complexos classicos de adesao das caderinas

(KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).
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Devido as suas interagdes homofilicas e expressao especifica com o tipo celular,
as caderinas classicas iniciam a adesdo celular e promovem a selecdo da célula,
enquanto que as caderinas desmossomais produzem resisténcia adicional para
interagdes celulares (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005), portanto, a perda da forte
adesao que os desmossomos promovem pode desencadear importante atuacado na
disseminagao das células tumorais, ou seja, a presenga de desmossomos integros
também pode prevenir as metastases (COWIN et al., 2005; KNUDSEN e WHEELOCK,
2005).

Sabe-se que as células epiteliais normais expressam E-caderina. Entretanto
células tumorais que passam por transi¢ao de epitelial para mesenquimal podem iniciar
uma expressao inapropriada de N-caderina, uma proteina expressa normalmente em
tecidos de origem n&o epitelial que tem sido encontrada em células tumorais mamarias
(NIEMAN et al., 1999; CAVALLARO et al., 2002). A expressao da N-caderina leva a um
aumento da migragcdo e invasao celular, estando a E-caderina presente ou néao
(NIEMAN et al., 1999). A reducdo da E-caderina e o aumento da N-caderina alteram o
ambiente celular, mas ndo a morfologia que acompanha a transicao de epitelial para
mesenquimal (MAEDA et al., 2005).

A atividade das caderinas € regulada por multiplos mecanismos, incluindo a
interacdo com as cateninas, eventos de fosforilagdo e derramamento de conteudo
extracelular (SOLER et al., 2002). Muitos estudos mostraram que horménios esterdides
também regulam as caderinas. Sabendo-se que uma alteragcdo na expressao do
estrogeno pode estar envolvida no aumento da transcricdo da E-caderina, a relagao
deste hormdnio com a expressao da N- e da E-caderina tem sido bastante pesquisada

(ROWLANDS et al., 2000). Devido a essa repressado da E-caderina pelo estrogeno,
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pode-se dizer que este hormdnio também ¢é responsavel pela manutencdo da
arquitetura epitelial (COWIN et al., 2005).

Além de expressarem a E-caderina, as células epiteliais que delineiam o lume
dos ductos e alvéolos expressam também as cateninas associadas a-, B-pacoglobinas
e p120 (DANIEL et al., 1995). A E-caderina é expressa na superficie basolateral destas
células epiteliais, no local de contato célula-célula (BRUNETTI et al., 2003). O complexo
caderina-catenina desempenha um importante papel na morfogénese e arquitetura
tecidual e na progressao do cancer. Esses complexos séo conhecidos por influenciar as
metastases e a invasao das células neoplasicas por um processo envolvendo a perda
da adeséo celular (YOSHIDA et al., 2001).

Os estudos recentes sobre a funcdo da E-caderina mostraram importancia desta
molécula também na reducao da proliferacéo celular. Dois mecanismos de reducgao pela
E-caderina sdo conhecidos. No primeiro a E-caderina inibe a mitose, utilizando o
receptor do fator de crescimento epidermal, o qual regula o nivel de p27 nas células.
P27 é uma proteina da familia dos inibidores das quinases dependentes de ciclina que
medeia a interrupgao do ciclo celular bloqueando a transicdo da fase G1 para a S
(TOYOSHIMA e HUNTER, 1994). O segundo mecanismo é mediado pela B-catenina,
que quando livre atua na transcrigao celular. A quantidade desta catenina livre pode ser
originada da reducgao de expressao da E-caderina ou da mutacéo de genes (BRUNETTI
et al., 2005). A B-catenina tem uma fungéo importante na organogénese e no cancer em
seres humanos devido a sua dupla fungao, pois atua tanto no complexo de adesividade
como na regulagdo de transdugdo ou transcricdo (HATSELL et al., 2003). Em lesdes
mamarias caninas, a auséncia ou baixa expressao de E-caderina foi associada com a

perda da expressao de 3-catenina (BRUNETTI et al., 2005).
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2.3.2 O Complexo E-caderina-Cateninas

A adesao celular mediada pela E-caderina requer, além da disponibilidade de
ions calcio na superficie celular, da presenca adequada de outras proteinas, como as
chamadas a-, B- e y-cateninas, presentes no lado citoplasmatico da membrana
plasmatica, que ancoram a E-caderina ao citoesqueleto de actina (TAKEICHI, 1991).
Estas associagcdes das caderinas classicas com suas cateninas formam estruturas
identificadas pela microscopia como junc¢des de aderéncias (KNUDSEN e WHEELOCK,
2005).

Estudos recentes tém fornecido importantes critérios de mecanismos a respeito
das expressbes das caderinas e cateninas em canceres de mama (COWIN et al.,
2005), existindo fortes evidéncias de que desempenham um papel vital nesta glandula
(KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

As cateninas a-, - e p120 formam um complexo com a E-caderina em células
epiteliais mamarias (FIGURA 1). Em geral, a expressdo e localizagao celular das
cateninas em canceres mamarios parecem corresponder com a presenga ou auséncia
da E-caderina (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

A presencga da E-caderina nos tumores mamarios so6 sera funcional se formar um
complexo com as cateninas (HATSELL et al., 2003; KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).
Quando o nivel de E-caderina esta normal no tumor, mas as cateninas estdo ausentes
ou nao estao interagindo com a caderina, a E-caderina nao sera efetiva na funcao de
adesao intercelular no tumor primario (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

A expressao de cateninas pode ser perdida em canceres de mama com auséncia
de expressdo da caderina e, alteragcbes na fosforilagdo da catenina podem

comprometer a adesdo celular em canceres caderina-positivos (COWIN et al., 2005).
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Portanto, a simples presenca de cateninas ndo é suficiente para mostrar que a E-
caderina € completamente funcional, ja que aquelas podem ser alteradas apds a

tradugao para modificar as fungbes das caderinas (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

FIGURA 1 - Representacdao esquematica da interacdo do complexo E-caderina-
cateninas. A figura “A” representa a unido de trés células ligadas pela E-caderina. Em
maior aumento, na figura “B” estd esquematizado a importancia das cateninas alfa, beta

e p120 na ligagao da E-caderina ao citoesqueleto de actina da célula para a formagao

de adeséao intercelular.

>

) E-caderina
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@@squell@ﬁ@ de actina
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Fonte: Christine Hauer Piekarz, 2006.

Além de facilitar a adesao, as cateninas tém também funcdo importante em vias
de sinalizacdo celular transmembranosas (HATSELL et al., 2003). Como exemplo,
temos a dupla fungéo das [3-cateninas ja citada anteriormente.

O entendimento das funcdes das caderinas e de suas cateninas associadas na

glandula mamaria ainda ndo é completo. Sabe-se que elas atuam no desenvolvimento e



18

funcao da glandula mamaria normal e que parecem influenciar o cancer de mama e sua
evolucao clinica. Contudo, novos trabalhos sdo necessarios para se compreender 0 uso
destas proteinas como indicadores de progndsticos no auxilio aos oncologistas para
delinear e selecionar a terapia mais efetiva e apropriada (KNUDSEN e WHEELOCK,

2005).

2.3.3 E-caderina como Indicadora de Prognédstico

Em medicina veterinaria, o aumento na casuistica e a complexidade na evolugao
clinica dos tumores de mama nas cadelas tém despertado especial interesse no estudo
dos fatores de prognéstico. Determinar o progndstico preciso do paciente canino
portador de neoplasia mamaria pode ser dificil, uma vez que o comportamento biolégico
desses tumores varia consideravelmente. Dessa forma, em animais, a definicdo de
subpopulacdes de pacientes com evolucbes distintas de sobrevida facilitaria néo
apenas a escolha das melhores condutas terapéuticas a serem adotadas, mas,
também, a determinagao do progndstico (KURZMAN e GILBERTSON, 1986).

A E-caderina, como mediadora de adesao intercelular, impede que as células de
um tumor primario se soltem e invadam locais proximos ou distantes (KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005). Portanto, é a reducado da expressado dessas moléculas um fator
facilitador da disseminagdo das células tumorais (BRUNETTI et al.,, 2003; KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005), baseando-se nisso, é sugerido que a redugdo ou a auséncia de
expressao da E-caderina nos tumores pode servir como um indicador de progndstico
ruim. No entanto, trabalhos publicados mostram que ha divergéncias a respeito da

expressao das E-caderinas como fator prognostico (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).
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A perda de expressao da E-caderina parece ser um pré-requisito para a
ocorréncia da disseminacdo de células tumorais, e pode ser causada por um
decréscimo transitério na expressdo da molécula durante a fase inicial do
desenvolvimento da metastase ou pela emergéncia de clones celulares em tumores
primarios com alteragdes genéticas levando a reduzida expressao da proteina (VAN
DER WURFF et al, 1994). Esta reducao de expressado € causada pelo silenciamento
epigenético através da repressao de promotores da hipermetilagdo ou transcrigéo.
Porém, a complexidade das vias intracelulares que regulam o desempenho das
caderinas ainda nao esta completamente entendida, mas fatores chave da transcricao
com significativa agao no cancer de mama tém sido identificados (COWIN et al., 2005).

Em seres humanos a associacdo entre a perda ou reducao da atividade de E-
caderina e a progressao de canceres mamarios esporadicos tém sido bastante
documentadas (COWIN et al., 2005). A expressao da E-caderina possui correlagao, em
tumores mamarios humanos, com o tipo histolégico, fracdo de crescimento, e
expresséo de p53, gene supressor de tumor capaz de ativar proteinas reparadoras do
DNA quando este é danificado, reconhecendo o local de dano do DNA na fase G1/S do
ciclo celular, e promovendo apoptose da célula danificada quando esta nao pode ser
reparada (CHARPIN et al., 1997). No entanto, parece nao haver correlagdo da
expressdo da proteina com fatores clinicos como idade do paciente, menopausa e
tamanho do tumor (GURIEC et al., 1996). Segundo estes estudos, ainda € controversa
a associacao da E-caderina com a presenga de metastase nos linfonodos, o grau de
diferenciagdo, condicdo dos receptores hormonais e expressdao de c-erbB-2 (uma

oncoproteina com alta expressdo em varios adenocarcinomas requerida como indicador
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de prognostico ruim) (MATOS et al.,, 2006). Entretanto, em outros trabalhos, niveis
reduzidos de E-caderina tém indicado alto grau de malignidade (HEIMANN et al., 2000).

Geralmente, a expressdao da E-caderina corresponde inversamente ao grau
histolégico e, consequentemente, a diferenciagao celular, porém n&o parece estar bem
correlacionada com a sobrevida (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005). Entretanto, outros
dois estudos, em seres humanos, indicaram que a redug¢ao na expressao de E-caderina
em carcinomas ductais infiltrativos de grau | e em carcinomas mamarios de grau lll foi
associada a baixa sobrevida da paciente (TAN et al., 1999; GILLETT et al., 2001).

Em metastases, tanto a E-caderina positiva quanto negativa tém sido relatadas.
Os estudos realizados com pacientes que apresentaram marcacao negativa da E-
caderina nos linfonodos mostraram que a reducdo na expressdo desta proteina esta
correlacionada com menor periodo livre de metastases e com progndéstico ruim. Outros
relatos indicaram que a simples presenga heterogénea da molécula na neoplasia ja &
indicador de mau progndstico. Ja se observou que células das mais agressivas formas
de cancer de mama, cancer de mama inflamatério e carcinoma micropapilar invasivo,
muitas vezes apresentam uma expressao aumentada da E-caderina (KNUDSEN e
WHEELOCK, 2005). A expressao mais intensa da E-caderina nas metastases pode ser
devido a fixagao das células no novo ambiente, para que possa estabelecer uma
arquitetura. Portanto, a re-expressao dessa molécula de adesdao por células
neoplasicas, depois da liberagao do local primario, pode ser necessaria para a reuniao
entre as células num 6rgao distante (BRUNETTI et al., 2003).

Um estudo em seres humanos sugere que os tumores com parcial ou total perda
da expressao de E-caderina sdo mais infiltrativos, de maior grau de malignidade e mais

provaveis de apresentarem disseminacgao para linfonodos (HEIMANN et al., 2000). Mas,
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apesar de estudos anteriores terem correlacionado a baixa expressdo de E-caderina
com propriedades invasivas, outras investigagcdes tém observado que niveis de N-
caderina e caderina-11 aumentados sao mais intimamente associados com a invaséo,
motilidade e metastases de células do cancer de mama (NIEMAN et al, 1999). A N-
caderina pode facilitar a invasdo e metastase por promover uma afinidade da célula
tumoral pelas células estromais e endoteliais (COWIN et al., 2005).

Duas pesquisas com tumores mamarios caninos encontraram associagao entre a
expressao da E-caderina e o tipo e a diferenciacdo tumoral (RESTUCCI et al., 1997;
REIS et al., 2003). Outro trabalho realizado com 60 casos de tumores mamarios
caninos malignos, baseado na fungdo da E-caderina e da B-catenina na invasao e
proliferacdo tumoral, foi observado que a reducdo destas duas moléculas parece
ocorrer paralelamente a ocorréncia de invasividade, mas nao indica correlagdo com a
proliferacdo celular. Além disso, estas proteinas pareceram ser indicadores de
progndstico ruim no concernente a sobrevida (BRUNETTI et al., 2005).

Existe uma significativa associagao entre a presenga de necrose tumoral e perda
da expressdo da E-caderina. Em canceres mamarios em seres humanos, a necrose
tumoral é associada a baixa sobrevida e rapida recorréncia (MATOS et al., 2006).
Também foi encontrada uma importante associagao entre tumores grandes (> 5 cm) e
perda da expressao de E-caderina. A redugao na expressao também foi associada por
estes autores a ulceracdo tumoral, que frequentemente ocorre em tumores malignos
mais agressivos (RUTTEMAN et al., 2001).

Em um estudo realizado com 77 tumores mamarios malignos e 131 linfonodos
locais e regionais de 45 fémeas caninas, demonstrou-se que 48% dos tumores

apresentaram redugdao na expressdao da E-caderina. A reducdo da expressao foi
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significativamente relacionada ao tamanho do tumor e a presenga de ulceragdo, mas
nao a ocorréncia de aderéncia em tecidos adjacentes. Os tumores com didametro menor
que 3 centimetros diferenciaram-se dos maiores por apresentarem uma expressao
significativamente maior de E-caderina. As neoplasias com ulcera¢des apresentaram
menor expressao que os nao ulcerados. Importante reducdo de expressao também foi
associada com a presenca de metastase para linfonodos e presenca de necrose
(MATOS et al.,, 2006). No entanto, em caes, a associacdo das E-caderinas com
metastases ainda é controversa, pois em um estudo com caes acometidos por
carcinomas mamarios com metastase para linfonodos regionais, os resultados
mostraram imunomarcacdo da E-caderina tanto nos tumores primarios como nos
linfonodos com metastases (BRUNETTI et al., 2003).

Canceres caracterizados por crescimento infiltrativo apresentaram expressao
significativamente mais baixa que os de crescimento ordenado. Invasdo vascular
também foi associada com baixa expressdo de E-caderina quando comparada com
crescimento expansivo ou crescimento infiltrativo sem invaséo vascular (MATOS et al.,
2006), porém, essa associagao em seres humanos entre a expressao de E-caderina e
invasdo vascular de tumores mamarios ainda é contraditéria (PARKER et al., 2001;
GUPTA et al., 2003). Outros dois estudos indicaram que os tumores bem diferenciados
(grau 1) apresentaram maior expressao de E-caderina que os menos diferenciados
(graus Il e lll). Deste modo foi encontrada importante relagdo na expressao da E-
caderina com o tipo histolégico de neoplasias mamarias caninas, indicando que existe
diferencga significativa de expressao entre um grupo de tumores menos diferenciados e
um grupo de tumores moderadamente e bem diferenciados (REIS et al., 2003; MATOS

et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEGAO DOS CASOS

No presente estudo foi utilizado casos clinicos em estudo retrospectivo de
neoplasias mamarias em cadelas. Para isso foram selecionados 50 casos de cadelas
com o diagnostico histopatolégico de neoplasia mamaria, sendo 30 pacientes
submetidas a cirurgia para exérese neoplasica no periodo de 1999 a 2004 no Servigo
de Oncologia do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana (HV-UFPR),
10 pacientes selecionadas no Servigo de Patologia do HV-UFPR e 10 do Servigo de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) —
UNESP Campus de Botucatu.

As amostras foram divididas em cinco grupos de 10 animais cada, de acordo
com a classificagdo histopatolégica e caracteristica clinica do tumor de acordo com
MOULTON, 1990. O grupo controle foi formado com 5 amostras de tecido glandular
mamario normal obtidos por necropsia de cadelas com auséncia de neoplasias
mamarias (TABELA 1).

A anamnese e ficha de identificacdo dos pacientes com tumores mamarios foram
registradas, quando possivel (casos de adenoma, carcinoma com progndéstico bom e
carcinoma com prognéstico ruim), tendo por base as fichas clinicas de atendimento.
Dentre as informagdes, foram tabulados a racga, idade, o inicio do desenvolvimento do
tumor, a realizacdo de ovariosalpingoisterectomia prévia, a freqiéncia da administragcao
de anticoncepcional, ocorréncia de pseudocieses e gestagbes e a forma de

alimentacao. Também foram obtidos, junto a ficha clinica, o exame fisico pré-operatério,
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quanto ao numero de tumores encontrados na paciente, tamanho da(s) neoplasia(s), a

ocorréncia de ulceragédo do tumor e a sua localizagdo ao longo da cadeia mamaria.

TABELA 1 - Grupos utilizados no presente estudo segundo a classificagao histologica

de acordo com MOULTON (1990) e as caracteristicas clinicas da neoplasia mamaria.

GRUPO N°. de CASOS CRITERIOS DE SELECAO
Adenoma 10 Animais com laudo histopatoldgico de Adenoma
Carcinoma com 10 Animais que durante o periodo de
prognéstico bom acompanhamento pés-operatorio néo

apresentaram recidiva e/ou metastase
Carcinoma com 10 Animais que durante o periodo de
prognéstico ruim acompanhamento pds-operatorio apresentaram

recidiva e/ou metastases

Carcinoma com metastase 10 Animais com laudo necroscépico de Carcinoma

pulmonar mamario primario e metastase pulmonar

Carcinoma inflamatério 10 Animais com laudo necroscépico de Carcinoma
Inflamatdrio

Controle 05 Tecido mamario com auséncia de neoplasia

TOTAL 55

A anamnese e exame fisico das pacientes desses trés grupos foram realizados
pelos respectivos servigos clinicos mencionados, e registrados na ficha individual de
cada paciente. A avaliagao radiografica do térax e ultra-sonografica do abdome com a
presenga ou nao de metastases nestas cavidades foram realizadas para o
estadiamento clinico das neoplasias mamarias, segundo o sistema TNM (Tumor/
Linfonodo/ Metastase) proposto pela OMS (OWEN, 1980). Este estadiamento dos

tumores mamarios, graduado em quatro estadios — |, Il, lll e IV — sendo o de grau IV de
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maior malignidade, é fundamental para avaliar a possibilidade de progressdo do tumor
para os principais locais de ocorréncia de metastases, como os linfonodos ou pulmao,
portanto, foi importante para determinar a malignidade dos tumores estudados
(KITCHELL, 1995).

Apés a realizacdo do estadiamento da doencga e analise de todos os resultados
obtidos nas avaliagdes citadas anteriormente, executou-se o procedimento cirurgico. A
mastectomia foi realizada com amplas margens de segurancga, ressecando-se entre 2 a
3 cm de tecido normal perineoplasico. Quando possivel, foi realizada a remocgado dos
linfonodos satélites. Apds cirurgia adequada para cada caso especifico, efetuou-se a
colheita das amostras contendo tecido neoplasico para a classificagdo da histogénese
tumoral.

A evolucdo da afecgdo neoplasica (presenga ou auséncia de recidiva e/ou
metastase; paciente vivo ou morto) foi avaliada trimestralmente no periodo pdés-
operatdrio através de exames clinico e complementares no HV-UFPR. Para o presente
estudo, este monitoramento foi finalizado no més de dezembro de 2006, quando foram
preenchidas fichas de estadiamento clinico para cada animal (ANEXO 1) e calculada a
sobrevida de cada paciente.

As amostras dos animais dos demais grupos foram obtidas através da necropsia
(carcinoma com metastase pulmonar, carcinoma inflamatério e controle). Estes animais
nao foram previamente submetidos a anamnese, exame clinico, tratamento cirurgico ou
acompanhamento para a obteng¢do de dados clinicos como as pacientes dos grupos
anteriores.

Os tecidos neoplasicos de todos os animais, dos seis grupos, foram fixados em

formol 10% tamponado com fosfato (pH 7,2) imediatamente apds a sua extirpagcéo
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cirurgica ou na necropsia. Apds um periodo de fixagdo de aproximadamente oito horas,
o material foi colocado em alcool 80%, seguindo-se procedimentos usuais para inclusdo
em parafina. Cortes de cinco microbmetros de espessura corados pela hematoxilina-
eosina foram utilizados para diagnéstico e classificagdo histolégica dos tumores,

seguindo os critérios de MOULTON (1990).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

As amostras previamente fixadas e embebidas em parafina foram submetidas a
cortes de 4 um de espessura, e distendidas em lédminas histoldégicas devidamente
preparadas com Poly-L-Lysine (Sigma P8920), para promover maior aderéncia dos
cortes as laminas de vidro. As laminas foram mantidas em estufa a 60° C durante 24
horas até o seu processamento que foi feito segundo o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — UNESP, Campus de Botucatu, utilizando-se a técnica
de estreptoavidina-biotina-peroxidase (ANEXO 2).

Para a avaliacdo da expresséo da E-caderina nos tecidos por imunoistoquimica foi
utilizado o anticorpo primario monoclonal E-caderina de camundongo, clone 36B5,
isotipo IgG1, para tecidos inclusos em parafina (NCL-E-Cad, Novocastra, EUA), e o
anticorpo secundario universal, IgG de coelho e camundongo, Avidina DH e enzima

biotinilada (EP-ABCu, Novocastra-EasyPath, EUA).

3.3 LEITURA DA EXPRESSAO DA E-CADERINA
Todas as laminas foram analisadas com o uso de microscopio 6ptico com maior

atencao a area do epitélio neoplasico.
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As laminas foram avaliadas de acordo com a presenga ou auséncia de
expressao, e quando presente a intensidade da expressao nas células epiteliais,
levando-se em consideracdao somente o tecido neoplasico. O Grau de expressao da E-
caderina avaliadas em todo o tecido neoplasico presente em cada lamina, foi dividido
em 5 grupos de acordo com a intensidade de expressdo: negativo (-) quando 0% -
auséncia de expresséao, e positivos: (+) quando 1-25% - expressao muito baixa, (++)
quando 26-50% - baixa, (+++) quando 50-75% - mediana, e (++++) quando 76-100% -
normal.

Como controle negativo foram feitas duas laminas substituindo o anticorpo
primario por BSA e imunoglobulina de camundongo.

Na analise das laminas foram buscadas areas de tecido epitelial ndo neoplasico
para se ter um controle positivo em cada amostra (FIGURA 2 e FIGURA 3). Nas
amostras tidas com expressao normal, foi observada a presenca de E-caderina entre
mais de 75% das células epiteliais da area neoplasica (FIGURA 4 e FIGURA 5). A
expressao mediana foi constatada quando houve uma expressao da E-caderina em
mais de 50% das células epiteliais neoplasicas, porém pelo menos 15% das células nao
expressaram a proteina (FIGURA 6). A marcagdo muito fraca foi tida quando
pouquissimas células, no maximo 25%, expressaram a molécula (FIGURA 7 e FIGURA
8). E a marcacado negativa quando a expressdo nao foi encontrada entre as células

epiteliais de toda a area neoplasica (FIGURA 9, FIGURA 10 e FIGURA 11).
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de preparagao imunoistoquimica para ilustrar o controle
positivo da expressao da proteina. Observar a marcacgao para a atividade da E-caderina

entre células epiteliais de um foliculo piloso. Carcinoma mamario em cadela. Aumento:

¥

400 vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2006.
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Fonte: Christine Piekérz, 2006 :

FIGURA 3 - Fotomicrografia de preparagao imunoistoquimica. Observar a marcagao de
E-caderina entre as células epiteliais normais da epiderme. Controle positivo da
expressao da E-caderina na lamina de um carcinoma inflamat6rio mamario em cadela

que ndo expressou a proteina. Aumento: 400 vezes. UNESP - Botucatu, SP, 2006.

RO
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FIGURA 4 - Fotomicrografia de preparagao imunoistoquimica de tecido mamario
normal (++++) de cadela. Observar a marcagdo normal para a atividade da E-caderina
entre células epiteliais da glandula mamaria. Aumento: 400 vezes. UNESP — Botucatu,
SP, 2006.

% R % '
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Fonte: Christine Piekarz, 2006

FIGURA 5 - Fotomicrografia de preparagao imunoistoquimica de um adenoma mamario
em cadela. Observar a marcagéo normal (++++) para a atividade da E-caderina entre
células epiteliais da glandula mamaria de tecido neoplasico. Aumento: 400 vezes.
UNESP - Botucatu, SP, 2006.
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FIGURA 6 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de um carcinoma
mamario em cadela. Observar a marcagao mediana (+++) para a atividade da E-
caderina entre células epiteliais da glandula mamaria de tecido neoplasico. Aumento:
200 vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2006.

L
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Fonte: Christine Piekarz, 2006

FIGURA 7 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de metastase pulmonar
de um carcinoma mamario em cadela. Observar a marcagdo muito fraca (+) para a
atividade da E-caderina entre células epiteliais do tecido neoplasico metastatico.
Aumento: 400 vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2006.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de um carcinoma
inflamatério mamario em cadela. Observar marcagdo muito baixa (+) para a atividade
da E-caderina entre células epiteliais da glandula mamaria do tecido neoplasico.

Aumento: 400 vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2006.

. f;‘

Fonte: Christine Piekarz, 2006

FIGURA 9 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de metastase pulmonar
de um carcinoma mamario em cadela. Observar a auséncia de marcagéo (-) para a
atividade da E-caderina entre células epiteliais do tecido neoplasico metastatico.
Aumento: 400 vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2006.

Fonte: Christine Piekarz, 2006
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FIGURA 10 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de um carcinoma
inflamatério mamario em cadela. Observar a auséncia de marcacgéo (-) para a atividade
da E-caderina entre células epiteliais da glandula mamaria do tecido neoplasico,
mostrando apenas marcagdes inespecificas (flecha). Aumento: 400 vezes. UNESP —
Botucatu, SP, 2006.

FIGURA 11 - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de um carcinoma
inflamatoério mamario em cadela com auséncia de expressao da E-caderina. Observar o
émbolo neoplasico formado, indicado pela flecha. Aumento: 400 vezes. UNESP -
Botucatu, SP, 2006.

fo gt GrE»
Fonte: Christine Piekarz, 2006
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4 RESULTADOS

41 DADOS DE FREQUENCIA DE ACORDO COM OS GRUPOS
HISTOPATOLOGICOS
Tendo por base o total de neoplasias mamarias avaliadas no presente estudo,
verificou-se maior ocorréncia em cadelas sem raga definida (40%), as ragcas mais
acometidas foram Poodle (20%) e Pastor Alemao (10%). A prevaléncia que as ragas
incluidas neste estudo apresentaram para o desenvolvimento de neoplasias mamarias
(adenoma, carcinoma com prognostico bom e carcinoma com progndstico ruim) esta

representada na FIGURA 12.

FIGURA 12 — Frequéncia de neoplasias mamarias, distribuidas conforme a raga, em
cadelas atendidas junto ao Hospital Veterinario da UFPR, campus de Curitiba, no

periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004.
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A média de idade das cadelas acometidas pelas neoplasias mamarias dos
grupos Adenoma, Carcinoma com prognostico bom e Carcinoma com prognéstico ruim,
neste estudo, foi de 9,1 anos, com uma variagao entre 4 e 15 anos. Os dados

referentes a idade de cada animal estao tabulados na TABELA 2.

TABELA 2 - Prevaléncia de neoplasias mamarias, distribuidas conforme a idade, em
cadelas atendidas junto ao Hospital Veterinario da UFPR, campus de Curitiba, no

periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004.

Adenoma CA sem recidiva/metastase  CA com recidiva/metastase

9 9 13

6 12 7

4 13 15

Idade 10 8 5
das 12 6 12
cadelas 5 6 10
8 7 10

8 7 11

13 9 12

7 15 6
Média 8,2 9,2 10,1

Média geral 9,1

411 Adenoma

Os animais acometidos apresentaram uma média de 8,2 anos, com variagao de 4
a 13 anos. Quanto ao tamanho do tumor, 60% apresentaram ndodulos < 3 cm, 30%
entre 3 e 5 cm e 10% > 5 cm. Apenas uma cadela (10%) apresentou ulceragdo do
tumor. Até o ultimo contato, em dezembro de 2006, 80% das pacientes apresentaram-
se com vida. Das dez cadelas avaliadas, trés (30%) apresentaram sinal de recorréncia
da doencga, sete (70%) nunca tiveram gestacado, oito (80%) nunca fizeram o uso de

anticoncepcional, e nenhuma era castrada até o momento da mastectomia. Ja quanto a
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sobrevida, todas (100%) tiveram mais de 24 meses, sendo que 30% apresentaram

sobrevida maior de 36 meses (TABELA 3).

4.1.2 Carcinomas com prognostico bom

Os animais acometidos apresentaram uma média de 9,2 anos, com variagao de
6 a 15 anos. Quanto ao tamanho do tumor, das dez cadelas deste grupo, quatro (40%)
apresentaram nédulos < 3 cm, 20% entre 3 e 5 cm e 40% > 5 cm e trés (30%)
apresentaram ulceracdo do tumor. Até o ultimo contato, em dezembro de 2006, seis
(60%) das pacientes apresentavam-se com vida. Das dez cadelas avaliadas, seis (60%)
gestaram pelo menos uma vez, oito (80%) nunca fizeram o uso de anticoncepcional, e
nenhuma era castrada até o momento da mastectomia. Ja quanto a sobrevida, apenas
duas (20%) viveram menos de 24 meses, cinco (50%) apresentaram sobrevida de pelo

menos 24 meses e trés (30%) de pelo menos 36 meses (TABELA 3).

4.1.3 Carcinomas com prognéstico ruim

Os animais acometidos apresentaram uma média de 10,1 anos, com variacao de
5 a 15 anos. Quanto ao tamanho do tumor, apenas duas (20%), das dez pacientes,
apresentaram ndodulos < 3 cm, 30% entre 3 e 5 cm e 50% > 5 cm e quatro cadelas
(40%) apresentaram ulceragao do tumor. Até o ultimo contato, em dezembro de 2006,
90% das pacientes ja haviam morrido. Das dez cadelas avaliadas, quatro (40%)
gestaram pelo menos uma vez, sete (70%) nunca fizeram o uso de anticoncepcional, e
nenhuma era castrada at¢é o momento da mastectomia. Ja quanto a sobrevida, trés
(30%) dos animais tiveram sobrevida de menos de 12 meses, quatro (40%) entre 12 e

24 meses e trés (30%) entre 24 e 36 meses (TABELA 3).
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TABELA 3 - Informagdes relativas ao histérico (gestagcdo, anticoncepcional,
pseudociese e ovariosalpingoisterectomia) e dados clinicos das cadelas com neoplasia
mamaria atendidas no Hospital Veterinario da UFPR, campus de Curitiba, no periodo de

janeiro de 2002 a dezembro de 2004.

CARCINOMA COM CARCINOMA COM

DADOS DA PACIENTE ADENOMA PROGNOSTICO PROGNOSTICO
BOM RUIM
<3cm 6 4 2
Tamanho do tumor 3-5cm 3 2 3
>5cm 1 4 5
TOTAL 10 10 10
= ulcerado 1 3 4
Ulceragao nao ulcerado 9 7 6
TOTAL 10 10 10
SIM 3 6 4
Gestagio NAO 7 3 3
nao informado 0 1 3
TOTAL 10 10 10
SIM 2 2 2
Anticoncepcional NAO 8 6 6
nao informado 0 2 2
TOTAL 10 10 10
. SIM 6 5 3
Pseudociese NAO 4 5 7
TOTAL 10 10 10
SIM 0 0 0
Ovariosalpingo- NAO 6 8 7
isterectomia Durante mastectomia 3 2 1
nao informado 1 0 2
TOTAL 10 10 10
s VIVO 8 6 1
Condicao atual MORTO 5 4 9
TOTAL 10 10 10
<12 meses 0 1 3
13-24 meses 3 2 4
. 25-36 meses 4 5 3
Sobrevida geral 37-48 meses 9 5 0
> 49 meses 1 0 0
nao informado 0 0 0
TOTAL 10 10 10
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A FIGURA 13 ilustra a distribuicdo dos grupos neoplasicos adenoma,
carcinoma com progndéstico bom e carcinoma com prognéstico ruim de acordo com o

tamanho do tumor e a FIGURA 14 a ocorréncia de ulceragado nestes mesmos grupos.

FIGURA 13 - Freqliéncia das neoplasias mamarias conforme o tamanho do tumor, nos
grupos estudados Adenoma, Carcinoma com prognéstico bom e Carcinoma com

progndstico ruim.

6,
5,
4+ @ Adenoma
Numero de
animais m Carcinoma com
2 prognostico bom
1] O Carcinoma com
prognoéstico ruim
0,
< 3cm 3-5cm > 5cm
Tamanho do tumor

FIGURA 14 - Frequéncia da ocorréncia de ulceragao nos grupos estudados Adenoma,

Carcinoma com prognostico bom e Carcinoma com prognéstico ruim.

0 Adenoma

8 B Car cinoma compr ognésticobom |— |

O Car cinoma compr ogndsticor uim

Numero
de animais

ulcerado nao ulcerado
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4.1.4 Carcinomas com metastase pulmonar e Carcinomas inflamatérios

Nao foi possivel determinar os dados de prevaléncia destes dois grupos devido a
auséncia de ficha clinica, pois estes animais foram encaminhados diretamente ao
servico de patologia para necropsia. Quanto ao estadiamento clinico, todas as
pacientes ficaram com grau IV, uma vez que todas tinham metastase (MOULTON,

1990).

4.2 ESTADIAMENTO CLIiNICO

Os dados de estadiamento clinico estdo apresentados de acordo com a
classificagcdo histopatolégica e comportamento clinico das neoplasias. Seis animais
(60%) do grupo adenoma (TABELA 4) apresentavam estagio clinico |, trés animais
(30%) estagio clinico Il e um animal (10%) estagio clinico Ill. No grupo de carcinoma
mamario com prognoéstico bom (TABELA 5), quatro cadelas (40%) apresentavam
estagio |, duas cadelas (20%) estagio Il e quatro cadelas (40%) estagio lll. Nos animais
do grupo carcinoma mamario com prognostico ruim (TABELA 6), dois pacientes (20%)
receberam estagio |, dois pacientes (20%) estagio I, cinco pacientes (50%) estagio lll e

um paciente (10%) estagio IV.
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TABELA 4 — Estagio clinico das cadelas portadoras de adenomas mamarios seguindo

o Sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela OMS (OWEN, 1980).

Exame Tamanho Linfonodo Metastase Estagio
do tumor clinico
HO05/02 T1 NO MO I
03-1492 T1 NO MO I
H061/03 T2 NO MO Il
H121/03 T1 NO MO I
H191/03 T1 NO MO I
HO77/04 T2 NO MO Il
HO075/04 T3 NO MO 1]
H098/04 T1 NO MO I
H112/04 T1 NO MO I
H137/04 T2 NO MO Il

TABELA 5 — Estagio clinico das cadelas portadoras de carcinoma mamario com
progndéstico bom seguindo o Sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela

OMS (OWEN, 1980).

Exame Tamanho do Linfonodo Metastase Estagio
tumor clinico
H223/02 T3 NO MO 1]
H256/02 T3 NO MO 1]
H179/03 T1 NO MO I
H167/03 T1 NO MO I
HO013/04 T2 NO MO Il
H059/04 T2 NO MO Il
H81/04 T1 NO MO I
H095/04 T3 NO MO 1]
H111/04 T3 NO MO 1]
H128/04 T1 NO MO I
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TABELA 6 - Estagio clinico das cadelas portadoras de carcinoma mamario com
progndstico ruim seguindo o Sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela

OMS (OWEN, 1980).

Exame Tamanho Linfonodo Metastases  Estagio
do tumor clinico
7436 T2 N1 MO Il
H169/03 T3 NO MO 1]
H-265 T3 N1 MO 1]
H34/03 T3 N1 MO 1]
H42/03 T3 NO MO 1]
H69/03 T3 N1 MO 1]
H174/03 T1 NO MO I
H157/03 T1 NO MO I
05-0652 T2 N1 M1 v
H120/04 T2 NO MO Il

4.3 IMUNOISTOQUIMICA
O resultado da avaliagdo imunoistoquimica de acordo com os grupos estudados e
0 grau de expressdo da E-caderina esta apresentado na TABELA 7. Para melhor

apreciacao da referida tabela, os dados estdo apresentados também na FIGURA 15.
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FIGURA 15 — Grau de expressao da E-caderina, distribuida de acordo com os grupos
estudados (Adenoma, Carcinoma com prognoéstico bom, Carcinoma com prognéstico
ruim, Carcinoma com metastase pulmonar — tecido mamario, Carcinoma com

metastase pulmonar — tecido pulmonar, Carcinoma Inflamatério e Controle).

100
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Porcenta- 80 051-75% [
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60—
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40
30
20 ||
10 ||
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Controle Adenoma Carcinoma com Carcinoma com Carcinoma com Carcinoma com  Carcinoma
prognéstico bom prognéstico ruim  metastase metastase Inflamatério
pulmonar pulmonar
(mama) (pulméo)

A avaliagdo da expressao da E-caderina de acordo as variaveis clinicas, nao
considerando os grupos histologicos, estdo descritas na TABELA 8. Das pacientes
portadoras de nédulos menores de 3 cm, 63% apresentaram expressédo da E-caderina
entre 76-100%, 60% dos nddulos que se apresentavam entre 3 e 5 cm e maiores que 5
cm expressaram entre 76-100%, estes dados podem ser melhor visualizados na
FIGURA 16. Quanto a ulceracdo dos tumores, 75% dos nddulos que se apresentaram

ulcerados expressaram a E-caderina entre 76-100%, enquanto 55% dos nédulos nao
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ulcerados expressaram esta porcentagem (FIGURA 17). Das pacientes que
apresentaram sobrevida menor de 24 meses, 55% expressaram a E-caderina entre 76-
100%. As 45% restantes tiveram expressao menor de 50%. No entanto, 65% dos
animais que tiveram sobrevida maior de 24 meses expressaram entre 76-100%, em
contrapartida apenas 5% apresentaram expressdo menor de 50%, sendo que 30%
apresentaram expressdo entre 51-75%. De acordo com o grau histolégico das
neoplasias de cada animal, 80% das pacientes portadores de tumores de grau |
expressaram entre 76-100%, esta mesma expressao foi observada em 33% dos

tumores de grau Il, em 60% dos de grau Ill e 33% dos de grau IV (FIGURA 18).

FIGURA 16 — Frequéncia do grau de expressao da E-caderina, distribuida de acordo
com o tamanho das neoplasias dos grupos estudados (Adenoma, Carcinoma com

prognostico bom, Carcinoma com prognaostico ruim).
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FIGURA 17 — Frequéncia do grau de expressao da E-caderina, distribuida de acordo

com a ocorréncia de ulceragdo nas neoplasias dos grupos estudados (Adenoma,

Carcinoma com prognostico bom, Carcinoma com prognéstico ruim).

Porcentagem
de animais

80+
70+

60+

30+
20] .

10+

ulcerado nao ulcerado

@ 1-25% m 26-50% 0O 51-75% 0O 76-100%

FIGURA 18 — Grau de expressao da E-caderina, distribuida de acordo com o grau da

doenca (TNM) neoplasica dos grupos estudados (Adenoma,

Carcinoma com

prognéstico bom, Carcinoma com prognostico ruim, Carcinoma com metastase

pulmonar — tecido mamario e tecido pulmonar e Carcinoma Inflamatério).
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TABELA 8 — Expressao da E-caderina de acordo com as variaveis clinicas tamanho do

tumor, ulceragao e sobrevida dos grupos Adenoma, Carcinoma com prognéstico bom e

Carcinoma com prognéstico ruim e estadiamento dos grupos Adenoma, Carcinoma com

prognéstico bom, Carcinoma com prognéstico ruim, Carcinoma com metastase

pulmonar e Carcinoma inflamatério.

Numero (e porcentagem) de tumores que

Variavel clinica Nuamero de apresentaram as diferentes expressoées de E-
tumores caderina
0% 1-25% 26-50% 51-75% 76-100%
Tamanho (cm):
<3 10 0 1 (10%) 0 2 (20%) 7 (70%)
3-5 0 0 2 (40%) 0 3 (60%)
>5 0 0 0 3(33%) 6 (67%)
Ulceragao:
Presente 0 0 0 1(14%) 6 (86%)
Ausente 17 0 1(6%) 2(12%) 4(23%) 10 (59%)
Sobrevida (meses):
até 12 0 0 0 0 2 (100%)
de 13 a 24 0 0 2 (40%) 0 3 (60%)
pelo menos 24 11 0 1(9%) 0 2(18%) 8 (73%)
pelo menos 36 5 0 0 0 3(60%) 2 (40%)
pelo menos 48 0 0 0 0 1 (100%)
Estadiamento (grau):
I 10 0 1 (10%) 0 1(10%) 8 (80%)
Il 3 0 0 2 (67%) 0 1 (33%)
Il 10 0 0 1(10%) 3(30%) 6 (60%)
v 21 3(14%) 4 (19%) 4 (19%) 3(14%) 7 (33%)

OBS. A expressao registrada nesta tabela do grupo Carcinoma com metastase pulmonar (de grau V) foi
referente apenas a expressao da E-caderina nos tumores mamarios e nao nos pulmonares.
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Nao foi possivel obter resultado de dois animais dos grupos Adenoma, dois do
Carcinoma com prognéstico bom e dois do Carcinoma com prognéstico ruim devido a
problemas com a amostra tecidual.

Na TABELA 9 estéo listados os resultados da expressédo da E-caderina no grupo
Adenoma relacionado as variaveis clinicas de cada paciente. A TABELA 10 demonstra
os resultados da expressao da E-caderina no grupo Carcinoma com prognéstico bom. E
a TABELA 11 os resultados da expressao da E-caderina no grupo Carcinoma com
progndstico ruim.

O resultado da expressao de cada animal dos grupos Carcinoma com metastase
pulmonar e Carcinoma inflamatério estdo registrados na TABELA 12 e TABELA 13,

respectivamente.
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TABELA 12 — Expressao da E-caderina nos Carcinomas com metastase pulmonar de

cadelas recebidas pelo Servico de Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario da

UFPR, campus de Curitiba.

Registro Tecido Grau Marcacao
19.240 Mamas vV ++++
19.240 Pulmao IV +++

6923 Mama \Y, ++++
6923 Pulmao vV ++++
7728 Mama vV +++
7728 Pulmao vV +
6747 Mama vV ++++
6747 Pulméao \Y, +

H 291/02 Mama vV +

H 291/02 Pulméao \Y, -

7067 Mama vV ++
7067 Pulmao v +++
18.201 Mama \Y, ++++
18.201 Pulmao \Y, ++++
24.041 Mama \Y, ++++
24.041 Pulmao \Y, ++++
21.256 Mama vV +
21.256 Pulméao \Y, +++
20.474 Mama vV ++
20.474 Pulméo \Y, -
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TABELA 13 — Expressdo da E-caderina nos Carcinomas Inflamatérios de cadelas
recebidas pelo Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu.

Registro Tecido Grau Marcagao
E 10.043 Mama A\ +
PV 30.712 Mama A\ -
E 6347 Mama A\ ++
E 6479 Mama A% -
E 9216 Mama A\ +
E 7053 Mama v -
E 10.365 Mama \Y ++++
E 9761 Mama v +++
E 11.323 Mama \Y +++

E 10.516 Mama v ++
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5 DISCUSSAO

As cadelas portadoras de neoplasias mamarias que prevaleceram neste estudo
eram sem raga definida (SRD), correspondendo a 40% dos animais. As ragas Poodle e
Pastor Alemao corresponderam a 20% e 10%, respectivamente, dos animais
estudados. Estes dados sdo semelhantes aos de RUTTEMAN et al. (2001) que
indicaram o Poodle, o Pastor Alemao, o Cocker Spaniel e o sem raca definida como as
racas mais acometidas pelas neoplasias mamarias. Porém, a variagao que ocorre no
Brasil, do grande numero de animais sem racga definida, provavelmente se deve a
existéncia de um grande numero de cadelas SRD ndo submetidas a
ovariosalpingoisterectomia, o que pode diferencia-lo dos dados de outros paises. Pois
como € sabido, o risco de ocorréncia de neoplasias malignas em cadelas castradas
antes do primeiro estro é praticamente nulo (RUTTEMAN et al., 2001).

A média de idade das cadelas acometidas pelas neoplasias mamarias
encontrada foi de 9,1 anos, com uma variacao entre 4 e 15 anos, correspondendo aos
dados citados na literatura que refere uma média de 10 anos, com rara ocorréncia em
cadelas com menos de 4 anos (RUTTEMAN et al. 2001).

Foi observada, neste estudo, uma tendéncia de relagédo direta do tamanho do
tumor com o seu grau de malignidade (ANEXO 3). Um maior numero de pacientes com
neoplasias benignas (adenomas) apresentou tumores menores de trés centimetros
comparando-se as neoplasias malignas (carcinomas), portanto, como relataram

KURZMAN e GILBERTOSON (1986), MISDORP (2002) e SORENMO (2003), o
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tamanho do tumor é um fator de prognéstico importante na avaliagcédo das neoplasias
mamarias.

A presencga de ulceragéo tumoral, também associada a malignidade da neoplasia
(MISDORP, 2002), foi observada no presente estudo, com uma maior ocorréncia nos
carcinomas com bom progndstico (30%) e nos carcinomas com mau prognostico (40%),
sendo notado ainda uma nitida relacdo entre ulceracdo e tamanho tumoral, uma vez
que apenas as neoplasias maiores de 3 cm apresentaram ulceracdo e 77% desses
eram maiores que 5 cm. Mas a ulceracdo pode estar relacionada a fatores como,
isquemia da pele, traumatismo local ou infecgédo, sendo, portanto, dificil de associa-la
individualmente a malignidade do tumor (RUTTEMAN et al., 2001).

Outro dado avaliado neste estudo foi com relagdo a ocorréncia de gestacgao,
antes da cirurgia das pacientes acometidas pelas neoplasias mamarias. Dentre as
portadoras de adenoma, 70% nunca tiveram filhotes. Enquanto, das portadoras de
carcinoma com prognoéstico bom e carcinoma com prognostico ruim, esses valores
foram, respectivamente, 40% e 60%. A partir desses dados pode-se presumir que as
cadelas que nao tiveram filhotes talvez tenham maior probabilidade de desenvolver
neoplasias benignas do que as que ja gestaram, porém nao se pode fazer a mesma
correlacdo as malignas, que parecem nao ter relagdo com a nuliparidade da cadela.
Deste modo ha concordancia com os resultados encontrados por TAYLOR et al. (1976),
que afirmaram nao haver qualquer modificacdo na incidéncia de neoplasias malignas
em cadelas nuliparas, apesar destes autores ndo terem relacionado a ocorréncia de
gestacao ao desenvolvimento de neoplasias benignas.

Nao foi encontrada relacdo do uso de anticoncepcional (horménio) com o

desenvolvimento das neoplasias, ja demonstrado anteriormente por outros autores
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(RUTTEMAN et al., 2001; MISDORP, 2002). Dos trés grupos avaliados no presente
estudo (Adenoma, Carcinoma com prognostico bom e Carcinoma com prognéstico
ruim), cerca de 70 a 80% das pacientes nunca havia sido submetidas a este tratamento.

Das pacientes estudadas, nenhuma havia sofrido ovariosalpingoisterectomia
previamente ao surgimento da neoplasia, sendo, portanto, possivel sustentar a idéia de
que a nao realizagao deste procedimento precocemente nas cadelas criadas no Brasil,
€ um importante fator do grande numero de neoplasias mamarias aqui encontradas
(RUTTEMAN et al., 2001; MISDORP, 2002).

Analisando-se os resultados é plausivel afirmar, que o estudo histolégico da
neoplasia € um grande fator de prognéstico como MISDORP (2002) e SORENMO
(2003) relataram, uma vez que 100% das pacientes, que apresentaram neoplasia
benigna (adenoma), tiveram sobrevida maior de 24 meses. Dentre as pacientes que
apresentaram carcinoma com progndéstico bom, 80% viveram mais de 24 meses e das
que apresentaram carcinoma com progndstico ruim apenas 30% sobreviveram mais
que 24 meses.

O estadiamento dos tumores mamarios realizados de acordo como sistema TNM
(Tumor/Linfonodo/Metastase) proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OWEN,
1980) foi fundamental para avaliar, neste estudo, a possibilidade de progressao do
tumor para os principais locais de ocorréncia de metastases, como os linfonodos ou
pulmao, portanto, foi importante para determinar a malignidade dos tumores estudados
(KITCHELL, 1995). Os tumores mamarios possuem apresentacdes variadas, podendo
ser méveis ou fixos, terem aspecto sdlido, cistico ou ainda terem como caracteristica,
extrema rapidez de crescimento e invasdo, como nos casos de carcinomas

inflamatorios (RUTTEMAN et al, 2001; WEIGELT et al, 2005). No grupo dos
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Adenomas, mais da metade das neoplasias eram de grau | (que tem um melhor
prognostico), e apenas 10% de grau lll. Ja no grupo Carcinoma com prognostico bom,
pouco menos da metade era de grau | e 40% de grau Ill. Enquanto no grupo Carcinoma
com progndstico ruim apenas 20% apresentou grau |, 50% grau lll e ainda 10% grau IV.
Para completar, 100% dos Carcinomas com metastase pulmonar e Carcinomas
Inflamatérios eram de grau IV (o de pior progndstico). Observando estes resultados, fica
evidente a relacao direta do grau do tumor com o grau de malignidade, o que mostra
que o grau do tumor pode ser utilizado como um avaliador do prognéstico (POWERS,
2001; MISDORP, 2002).

No presente estudo, as cinco amostras de tecido mamario normal (auséncia de
neoplasia) do grupo controle apresentaram expressao de E-caderina entre 76-100%.
Baseando-se nisso, todos os animais pesquisados que apresentaram essa marcagao
foram considerados com expressao “normal”.

Neste estudo 75% das pacientes portadoras de neoplasias benignas (adenoma)
apresentaram expressao normal, e nenhuma expressou menos de 25%, indicando uma
tendéncia de se manter a expressao da proteina nas neoplasias benignas. Apesar de
nao ter sido encontrado estudos avaliando a expressao de E-caderinas nos adenomas,
BRUNETTI et al. (2003) e MATOS et al. (2006) relataram correlacdo na manutengéo da
ocorréncia da E-caderina nos carcinomas de menor malignidade, sugerindo uma
manutencao da marcagao nas neoplasias de melhor prognéstico.

No geral, foi observada uma evidente variacao da expressdo da E-caderina nos
diferentes grupos divididos de acordo com o tipo histoldégico e a caracteristica clinica,
mostrando que esta expressdo parece estar relacionada as diferentes variagbes

histolégicas do tumor. Assim sendo, 37,5% das pacientes com carcinoma de bom
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prognéstico apresentaram expressdo normal, 50% expressaram entre 51-75%
(mediana) e 12,5% entre 1-25% (muito baixa). Ja entre as pacientes portadoras de
carcinoma com prognéstico ruim, 87,5% apresentaram expressao normal e 12,5% entre
26-50% (baixa). Em estudo semelhante realizado por MATOS et al., 2006, 100% dos
carcinomas de maior malignidade (como o carcinoma anaplasico) apresentaram a
menor expressdo (<25%) enquanto 100% dos menos malignos (carcinoma in situ)
apresentaram a maior expressao da E-caderinas (>75%), apesar disso, tipos de
carcinomas de malignidade intermediaria mostraram expressdes variaveis desta
proteina. A partir desses resultados observamos uma grande diferenga de expresséo
dentro do grupo que engloba todos os carcinomas. Talvez a dindmica que ocorra na
expressao da E-caderina possa ser maior em neoplasias de maior agressividade, o que
justificaria a constatagdo de menos marcagdes nos grupos de carcinoma com
metastase pulmonar e carcinoma inflamatério ao mesmo tempo em que foi constatada a
ocorréncia de tecidos fortemente marcados nestes mesmos grupos. Em trabalho com
neoplasias mamarias de mulheres, QUERESHI et al., (2006) também constataram uma
significativa diferenca na expressao da E-caderina nos diferentes tipos histolégicos de
carcinomas, uma vez que carcinomas ductais invasivos apresentaram em 97% dos
casos expressao alta, enquanto dos carcinomas lobulares invasivos apenas 4% teve
esta mesma expressdo. Porém, esta classificacdo de carcinomas lobulares e ductais
nao é utilizada em medicina veterinaria.

No presente estudo, 30% das pacientes portadoras de carcinoma com metastase
pulmonar apresentaram a mesma expressao dos nodulos primario e metastatico
(pulmao), sugerindo que ocorram alteragdes dindmicas e reversiveis na expressao da

E-caderina durante a progressao do carcinoma. Isto parece compativel com a idéia de
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BRUNETTI et al, (2003) e COWIN et al, (2005) de que a expressdo reduzida
favoreceria a disseminagao, e a expressao recuperada a sobrevivéncia e reuniao das
células metastaticas. Deve-se levar em consideracdo ainda, conforme postulam
KNUDSEN e WHEELOCK (2005), que a imunomarcagao da E-caderina, pelo método
de imunohistoquimica, representa um segmento do tumor em um dado momento, sendo
possivel que a diminuicdo temporaria ou localizada da E-caderina promova separagao
de células da neoplasia primaria e invasao para locais proximos. Segundo estes
mesmos autores, a re-expressao de E-caderina pelas células tumorais em um novo
ambiente também parece promover a sobrevivéncia dessas células nos vasos
sanguineos ou no sistema linfatico, quando sédo carreadas para um local distante.

Como observado no presente estudo ocorre uma expressido normal da E-
caderina também nos carcinomas inflamatdrios, porém a maioria apresenta reducéo da
marcacao. Esta diferenca da expressdo também ocorre muitas vezes nas metastases
(KOWALSKI et al., 2003), mas, considerando que a maioria expressa esta caderina
reduzida, correlaciona-se a diminuicdo com um periodo livre de metastase menor e um
prognostico pior para os pacientes que apresentam auséncia de expressao nos
linfonodos com metastases (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

A expressao da E-caderina apresentou-se alta (>75%) em 70% dos animais em
grupos com noédulos menores de 3 cm, em 60% dos com 3-5 cm e em 67% dos com
nodulos maiores de 5 cm. Em estudo semelhante, esta expressdo aconteceu em 56%,
60% e 30% dos tumores menores que 3 cm, 3-5 cm e maiores que 5 cm,
respectivamente (MATOS et al., 2006). Embora haja resultados semelhantes nos dois
primeiros grupos entre o estudo destes autores e o presente, observou-se uma

diferengca marcante nos tumores maiores que 5 cm (30% e 67%, respectivamente).
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Assim sendo, nao foi observada relagao importante da expressao da E-caderina com o
tamanho do tumor, como o observado por estes autores. A causa desta discrepancia
pode ser creditada ao numero reduzido de amostras, variabilidade nos tipos dos
carcinomas, e ainda a inclusdo de Adenomas neste estudo.

A presencga de alta expresséo (>75%) de E-caderina foi detectada em 85,7% e
59,0% dos ndédulos mamarios com e sem ulceragao, respectivamente. Contrastando
com estes resultados, estudo semelhante de MATOS et al., (2006) demonstrou uma
alta expressédo de E-caderinas nos nédulos com e sem ulceracéo de 54,0% e 22,0%,
respectivamente. Entre as causas de disparidade nos resultados, pode-se supor 0s
diferentes cuidados que os caes sao submetidos nos diversos grupos de animais
estudados nas diferentes regides e paises, visto que a ocorréncia de ulceragado pode
estar relacionada a diversos fatores de cuidado e manejo como traumatismo ou
infecgao.

Avaliando-se a expressao da E-caderina em relagdo somente a sobrevida das
pacientes, observou-se expressdao normal da E-caderina em 71% dos animais que
tiveram sobrevida menor de 24 meses e em 65% das que sobreviveram por mais de 24
meses. Porém, em apenas 6% dos animais que viveram mais de 24 meses foi
observado expressao menor que 50%, enquanto das que viveram menos de 24 meses,
29% expressaram menos de 50%. Em geral, apesar da expressao da E-caderina estar
relacionada inversamente ao grau histolégico e, consequentemente, com a
diferenciagao, sua expressao nao esta bem relacionada com a sobrevida (BRUNETTI et
al. 2005; KNUDSEN e WHEELOCK, 2005). Os animais que apresentaram baixa
expressao da molécula tiveram menor sobrevida, porém uma expressao normal nao

indicou uma maior sobrevida para a paciente. Portanto, a baixa expressdao da E-
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caderina pode ser um indicativo de baixa sobrevida, mas a expressao normal nao é
indicativa de sobrevida maior, uma vez que diversos fatores como acidentes e doencas
nao relacionadas podem interferir neste dado. Contudo, com base no presente estudo,
a sobrevida e a expressao da E-caderina ndo devem ser avaliadas separadamente.

De acordo com o grau de estadiamento clinico foi observada uma significativa
diferenga entre as expressdes, sendo que 80% das pacientes de grau | tiveram a
expressao normal da E-caderina e apenas 10% apresentaram expressdo muito baixa
(1-25%). Ja em relagéo as portadoras de grau |l, apenas 33% expressaram a proteina
normalmente, as outras 67% tiveram expresséo baixa (26-50%). Portanto & nitido que
existe uma diferenca entre as expressdes de E-caderina e o grau da doenga nestas
duas graduacdes. Em contrapartida, dentre os animais com o grau lll da doenga, 60%
apresentaram expressdo normal, 30% mediana (51-75%) e apenas 10% baixa (26-
50%). O grupo de grau IV (considerado o grau de pior prognostico) apresentou uma
maior distribuicdo dentre as expressdes e, diferentemente dos outros grupos, 19%
tiveram expressdao muito baixa (1-25%) e ainda 14% nao expressaram a E-caderina,
sendo que, destes ultimos, todos eram portadores de Carcinoma Inflamatério. Portanto,
a expressao da E-caderina parece variar de acordo com o grau da doenga, uma vez
que o grau estabelecido pelo estadiamento clinico se baseia em diversos fatores de
prognoéstico, como o tamanho do tumor, presenca de metastase em linfonodos e a
existéncia de metastase a distancia, dados que nao foram citados por outros autores
desta mesma forma.

Observando-se a grande dindmica na alteracdo da expressao da E-caderina e
comparando-a separadamente com variaveis de prognostico, percebe-se que esta

proteina ndo deve ser utilizada como um fator de progndstico independente, mas pode
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ser sim um marcador no qual a sua auséncia indica maior malignidade da neoplasia
principalmente correlacionando-a aos Carcinomas Inflamatorios.

Apesar de no presente estudo terem sido selecionados apenas pacientes que
nao foram tratados com quimioterapia, € conveniente ressalvar que a determinagao de
melhores marcadores de diagndstico e progndéstico, genes ou proteinas, parecem
necessarios para determinagao precisa dos resultados clinicos, e garantir que estes
pacientes ndo sejam tratados com sub ou sobredoses de quimioterapicos ou outros
tratamentos (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005).

Finalmente, a interagédo entre os patologistas veterinarios e clinicos cirurgides foi
fundamental no estabelecimento da conduta terapéutica e na determinagdo do
prognoéstico e do diagndstico das neoplasias no presente estudo, pois desta interagéo
surgiram informagdes mais exatas sobre o diagndstico para os clinicos que
determinaram o prognodstico e tratamento mais adequados. Os clinicos, conforme
preconiza POWERS (2001), necessitam de conhecimentos de patologia dos tumores
para entenderem as condicbes neoplasicas e as limitagbes das avaliagcbes

histopatoldgicas no diagndstico e prognostico das neoplasias.
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6 CONCLUSOES

1.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

Existe uma relagao direta da expressdo da E-caderina com o tipo histolégico e a
caracteristica clinica do tumor, com menor expressao observada, na maioria dos

casos, com a maior malignidade;

A redugao na expressao da E-caderina deve ser considerada de forma dinamica,
uma vez que em tumores com alta capacidade de provocar metastases, como o
carcinoma inflamatdrio, foi observada também a ocorréncia de elevada

expressao nos tecidos;

As variedades de carcinomas devem ser estudadas separadamente, uma vez

que existe uma grande diferenga do grau de malignidade dentro do grupo;

A E-caderina é uma molécula cuja auséncia pode ser relacionada a malignidade
da neoplasia e ao prognostico (ocorréncia de metastase), porém nao deve ser
utilizada na determinagdo do prognédstico separadamente, e sim, associada a
outros fatores, principalmente, ao tipo histolégico do tumor e graduacgédo da

doenca.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com os resultados e conclusdes obtidos neste primeiro estudo de moléculas de
adesdo celular associadas as neoplasias, pudemos observar varios caminhos a se

trilhar futuramente, entre eles:

1. A realizagao de estudo prospectivo com tumores mamarios em cadelas, de modo
a se trabalhar com um maior numero de casos, € amostras mais recentes,

menos sujeitas a degradacao;

2. Estudar os diferentes tipos histolégicos dos Carcinomas separadamente para

uma melhor determinacdo da associacao da E-caderina ao potencial de

malignidade do tumor;

3. Associar a este estudo a imunoistoquimica de outros marcadores tumorais;

4. Procurar avaliar a relagao da terapéutica instalada com o grau de adesao celular

dos tumores frente ao tratamento (recidivas e resisténcia).
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9 ANEXOS
9.1 ANEXO 1

FICHA DE ESTADIAMENTO CLINICO

Paciente: RG: / Data: / /
Idade: Peso: Raca:

Proprietario: Fone:

Alimentagéo:

Mastectomia anterior: ( )Nao () Sim. Quantas:

Gestagbes: (  )Nao ( ) Sim Pseudogestacdo: ( )N&o( )Sim
Quantas: Quantas:
Aborto: ( )N&o ( )Sim Castrada: ( )Nao( ) Sim
Quantos: Em qual idade:
Anticoncepcional: () N&o ( ) Sim Cios regulares: ( )Nao ( ) Sim

Quantas vezes:_

Caracteristica do(s) tumor(es). Marcar com um X o tamanho correspondente:

<3cm 3-5¢cm > 5cm Ulcerado Invasivo Evolugéo em
meses:
M1D (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M2D (_ )sim (_ )ndo ( )sim ( )néo
M3D (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M4D (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M5D (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M1E (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M2E (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M3E (_ )sim (_ )ndo (_ )sim ( )néo
M4E (_ )sim (_ )ndo (_ )sim (_ )néo
M5E (_ )sim (_ )ndo (_ )sim (_ )néo

Velocidade de crescimento do tumor: ( )lenta () moderada ( ) rapida
Presencga de células neoplésica em linfonodos: ( )sim (  )ndo ( ) nao avaliado

Edema em membros: () ndo ( ) sim. Qual:

Presenca de metastases a distdncia: (  )ndo ( )sim () ndo avaliado

Se sim, em qual(is) 6rgao(s):

Procedimento Cirurgico:

Classificagéo histopatologica:

Grau de diferenciagao histolégica: ( )Bem ( ) Moderadamente ( ) Pobremente

Intervalo de tempo livre da doenga apds a cirurgia em meses:

Tempo de sobrevida em meses:

Condigéo atual do paciente: () vivo () morto () eutanasia
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9.2 ANEXO 2
TECNICA DE ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASE
1- Desparafinizacao:
a. 30 minutos no Xilol I, em temperatura ambiente;
b. 20 minutos no Xilol I, em temperatura ambiente.
2- Hidratacao dos cortes:
a. 3 minutos no alcool I;
b. 3 minutos no alcool Il;
c. 3 minutos no alcool lll;
d. 3 minutos no alcool 95°C;
e. 3 minutos no alcool 85°C.
3- Lavagem em agua destilada (10 vezes - passagem)
4- Recuperagao antigénica: imersdo em CITRATO 10 milimolar, pH 6,0
a. 25 minutos em banho-maria: solugao pré-aquecida a 96,5°C
b. Deixar esfriar 20 minutos em temperatura ambiente
5- Passagem em agua destilada (10 vezes)
6- Bloqueio da peroxidase enddgena: 20 minutos em agua oxigenada 10 volumes;
7- Passagem em agua destilada (10 vezes)
8- Colocado em TRIS (solugao tampao - pH 7,4) para parar a reacao da peroxidase:
2 vezes durante 5 minutos
9- Incubagao durante 1 hora em BSA 1% (bloqueador inespecifico de proteinas) —
contribui para a reducao das marcacgdes inespecificas (fundo).

10- Incubagao com o anticorpo primario
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Diluicdo do anticorpo primario (NCL-E-Cad) na proporgédo de 1:100 em
solugdo de BSA 1%;

Aplicacao da diluicdo sobre todo corte;

Deixadas as léaminas em camara umida a 4°C durante 18 horas

(“overnight”).

11- Lavagem com TRIS (colocando e ao mesmo tempo aspirando)

12- Absorcgao do excesso de TRIS

13- Incubagéo com o anticorpo secundario (EP-ABCu):

a.

d.

Anticorpo secundario biotinilado (anti-camundongo e anti-coelho), diluido
conforme informacdes do fabricante. Incubado por 30 minutos, a
temperatura ambiente.

Lavar com TRIS por 10 minutos

Complexo avidina, biotina, peroxidase: preparada meia hora antes do uso,
de acordo com informag¢des do fabricante. Incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Lavar com TRIS por 10 minutos

14- Revelagao com o substrato cromogénico (Diaminobenzidina — DAB, pronto para

uso — DAKO): deixar 5 minutos em DAB

15- Lavagem com TRIS

16- Passagem em agua destilada (10 vezes)

17- Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer: 3-5 minutos imerso na

hematoxilina

18- Lavagem em agua corrente durante 10 minutos

19- Passagem em agua destilada uma vez



20-Desidratacao dos cortes:

g.

Alcool 85°C: passagem

Alcool 95°C: passagem

Alcool absoluto I: 3-5 minutos
Alcool absoluto II: 3-5 minutos
Alcool absoluto llI: 3-5 minutos
Xilol I: 3-5 minutos

Xilol Il: 3-5 minutos

21- Montagem das laminas:

a.

b.

Resina sintética (Permount)

Laminulas
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