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RESUMO

De entre as neoplasias da mama da gata, os carcinomas sdo os mais frequentes, sendo
reconhecidos pela sua alta agressividade biologica e mau prognoéstico. Tendo em conta a
escassez de critérios morfologicos e biologicos com valor progndstico comprovado para
estas neoplasias, pretendemos com este estudo, contribuir a identificagdo dos factores mais
significativos para avaliar o comportamento mais ou menos agressivo destas neoplasias. Foi
ainda objectivo major melhorar o sistema de classificagdo histologica existente, dadas as
suas insuficiéncias praticas de aplicacdo universal e reprodutivel.

Foram analisados 130 n6dulos mamarios, caracterizados de acordo com a frequéncia e
com os pardmetros clinico-patologicos. Para a caracterizacdo das lesdes recorremos a
histologia convencional, a técnicas de colora¢do e imuno-histoquimica para a vimentina,
marcadores de diferenciacdo mioepitelial (CK 14, p63, calponina), caderina E e B-catenina,
MMP1, MMP2, TIMP1, VEGF, HER-2/neu; foi ainda efectuado o estudo da ploidia de
ADN e parametros associados. Foi também realizado um estudo de seguimento para aferir
melhor os pardmetros de progndstico em analise uni e multivariada.

Os carcinomas de mama surgiram principalmente em gatas de idade média a avangada
e apresentaram aspectos macro € microscopicos diversos. Além de carcinomas ductais sem
caracteristicas especificas, foram identificados grupos de carcinomas invasores com
caracteristicas bifasicas (carcinomas epiteliais-mioepiteliais), com elementos metaplasicos,
epidermoides e/ou heterdlogos (carcinomas metaplasicos) e com predominio do padrao
micropapilar (carcinoma micropapilar). O carcinoma epitelial-mioepitelial evidenciou
caracteristicas de baixa agressividade biologica: baixo grau histologico e nuclear, indices
proliferativos baixos, fenotipo preservado de caderina E e fB-catenina, baixa expressdo de
MMP1, TIMP1, VEGF, HER-2, contetdo de ADN dipldide e os melhores tempos de
sobrevivéncia livre de doenga e total. Por oposicdo salientaram-se os carcinomas
metaplasicos e micropapilares, associados a critérios histologicos classicos de agressividade
biologica, fendtipo reduzido das moléculas de adesdo, expressdo alta dos marcadores
imunohistoquimicos, conteudo de ADN aberrante e baixos tempos de sobrevivéncia. Os
carcinomas invasores sem tipo especifico revelaram-se um grupo heterogéneo, com
caracteristicas histologicas, imuno-histoquimicas, ploidia de ADN e tempos de
sobrevivéncia variaveis.

Foram critérios de progndstico independente para a sobrevivéncia total o grau
histolégico e a ocorréncia de metastases no momento da exérese e, para a sobrevivéncia

livre de doenca o grau histoldégico e a permeagdo vascular. No grupo das gatas sem
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metastases ganglionares (Ng) foram critérios de prognostico independente o tamanho, o tipo
e o grau histologico, com as gatas com carcinomas metaplasicos e micropapilares a
evidenciarem um aumento substancial de risco de morte por doenga oncoldgica.

Estes resultados demonstram claramente que existem tipos histologicos de carcinomas
com agressividade bioldgica distinta, que devem ser incluidos na classificacdo dos
carcinomas da gata. Demonstram ainda a importancia da graduacdo histologica na avaliagao

destas neoplasias.
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SUMMARY

Carcinomas are the most frequent neoplasia of feline mammary gland, known for its
biological aggressiveness and bad prognosis. The prognostic value of morphologic and
biological parameters in this species is unknown; therefore, the objective of this study was to
identify the factors that affect the behaviour and natural history of feline neoplasias.
Additionally, since there is no universal consensus regarding the current Word Health
Organization classification of feline mammary tumours, we propose a new classification
system.

The frequency and clinicopathological parameters of 130 mammary nodules were
observed and classified. Mammary changes and neoplasias were characterized using
conventional histology, histochemistry and immunohistochemistry techniques using antibodies
against vimentin, myoepitelial markers (CK14, p63, calponin), E-cadherin and [-catenin,
MMP1, MMP2, TIMP1, VEGF, HER-2/neu; we also evaluated the nuclear DNA content and
associated cytometric parameters. A disease-free survival and overall survival using univariate
and multivariate analysis were conducted in order to determine the effect of the
clinicopathological parameters in the prognosis.

Carcinomas affected mainly middle age to elderly females and presented variable
macro and microscopical features. We identified invasive ductal carcinoma of not otherwise
specified type (ductal NOS), and specific types of tumours: biphasic carcinomas (epithelial-
myoepithelial carcinomas), metaplastic carcinomas (presenting squamous and/or
heterologous mesenchymal differentiation), and micropapillary carcinomas.

Epithelial-mioepitelial carcinoma were associated to histologic features of low
biological aggressiveness: they were low grade, low proliferating tumours, with scanty
nuclear pleomorphism, preserved phenotype of E-cadherin and [-catenin, and low
immunoexpression rates of MMP1, TIMP1, VEGF, HER-2. Most lesions were DNA
diploid. This tumour type presented good disease-free survival and overall survival. On the
other hand, metaplastic and micropapillary carcinomas were more likely to be poorly
differentiated, and to behave aggressively; they presented reduced levels of adhesion
molecules, high immunorreactivity indices, abnormal DNA content and low overall survival
and disease-free survival. Ductal NOS was a heterogeneous tumour group, presenting
diverse histology, immunohistochemistry pattern, and DNA ploidy. The overall survival and
disease-free survival were also variable.

In multivariate analysis the traditional pathological parameters of lymph node status,

tumour size, histological type, and histological grade were the most useful prognostic
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factors: histological grade and lymph node status had independent significance for overall
survival; histological grade and lymphovascular invasion achieved statistical significance
for disease-free survival. In lymph node negative queens, larger size, histological type and
high histological grade were associated with an adverse outcome. Among the histological
types, metaplastic and micropapillary carcinomas exhibited a more aggressive behaviour
and a greater risk of death by mammary cancer than the other types of tumours.

These results clearly demonstrate that these histological types have diverse degrees of
biological aggressiveness; thus they should be included in a new classification system of the
feline mammary lesions. They also prove histological grade to be a reliable prognostic
factor, identifying queens at greater risk of lymph node involvement and an adverse

outcome.



Ao Paulo e ao Mario

A minha familia
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Introducéo

As neoplasias da mama sdo as terceiras neoplasias mais frequentes nos felideos
domésticos, depois das neoplasias cutaneas e dos linfomas (Misdorp e Weijer, 1980; Theilen
e Madewell, 1987; Castagnaro 1998a; Morrison, 1998; Misdorp et al., 1999; Rutteman et al.,
2001; Misdorp. 2002; Tanabe et al., 2002; Viste et al., 2002). Representam 12% da
totalidade das neoplasias dos felideos e 17% das neoplasias das gatas (Rutteman et al., 2001;
Misdorp, 2002). Apresentam-se sob a forma de nodulos solitarios ou multiplos, do mesmo ou
de diferentes tipos histoldgicos, afectando uma ou mais glandulas (Theilen e Madewell,
1987; Moulthon, 1990; Jones et al., 1997; Misdorp, 2002).

Nos felideos a frequéncia de neoplasias mamarias ¢ menor que na cadela mas, a menor
frequéncia é contrabalangada com uma maior agressividade bioldgica (Moulthon, 1990;
Jones et al., 1997). A relagdo entre as neoplasias malignas e benignas varia de 4:1 a 9:1.,
consoante as séries publicadas (Castagnaro 1998a, b; Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002).
As neoplasias benignas constituem apenas 15-20% das neoplasias de mama (Theilen e
Madewell, 1987; Jones et al., 1997).

Os carcinomas de mama da gata apresentam crescimento rapido e elevada tendéncia a
recorréncia ¢ a metastizacdo (Castagnaro 1998 a, b; Misdorp et al., 1999), evidenciando um
padrdo metastasico similar ao da mulher (Preziosi et al., 1995; Dincer et al., 2001). O
intervalo entre a detec¢do dos carcinomas e a morte varia entre 6 a 12 meses (Castagnaro
1998 a, b). Afectam usualmente gatas idosas, sendo raras nos machos (Theilen ¢ Madewell,
1987; Moulthon, 1990; Jones et al., 1997). A maioria das neoplasias (99%) ocorre em fémeas
ndo castradas (Misdorp et al., 1991; Rutteman e Misdorp, 1993), mas a ovariohisterectomia
tem revelado um efeito protector, principalmente quando efectuada antes do primeiro ciclo
éstrico (Jones et al., 1997; Rutteman et al., 2001; Overley et al., 2005).

A génese das neoplasias mamarias ¢ multifactorial (Misdorp, 2002; Szabo et al., 2005)
e envolve elementos da dieta e factores hormonais, de entre outros (Milanezi, 2005; Porrello
et al., 2006). A administracdo exogena e regular de progestagéneos para inibi¢ao do estro
tem também sido associada ao aumento significativo de neoplasias mamadrias (Theilen e
Madewell, 1987; Misdorp et al., 1991; Rutteman ¢ Misdorp, 1993; Misdorp, 2002) e de
alteragOes fibroadenomatosas (Martin de las Mulas et al., 2000; Loretti et al., 2005), mesmo
em gatos do sexo masculino (MacDougall, 2003). Contudo, a dependéncia dos carcinomas de
mama da gata de hormonas esterdides parece pouco relevante (Moulthon, 1990) e os

receptores de estrogénios, parametro com valor prognostico no cancro de mama da mulher e
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da cadela, na gata aparentemente apresentam uma expressao reduzida (Millanta et al., 2005).
Estes carcinomas podem ser considerados como modelo para o estudo de carcinomas
hormono-independentes da mulher (Martin de las Mulas et al., 2000a; Misdorp, 2002).
Virios investigadores tém também referido a presenca de particulas virais em carcinomas da
mama da gata (Misdorp, 2002; Szabo et al., 2005), em particular do virus da Leucemia
Felina (FeLV) (Morrison, 1998; Misdorp, 2002) e de virus analogos ao virus do tumor

mamario dos murinos (MMTYV “Mouse mammary tumour virus”) (Szabo et al., 2005).

A classificacdo das lesdes mamarias da Organizacao mundial de Satide (OMS) para os
felideos baseia-se em critérios morfologicos (Misdorp et al., 1999; Rutteman et al., 2001;
Misdorp, 2002). Os carcinomas da gata sdo considerados neoplasias monoétonas, com baixa
variabilidade histologica, inferior & observada na cadela, e portanto pouco explorados, o que
se traduz claramente no baixo niimero de estudos publicados nesta espécie. Contudo, durante
este estudo, observdmos uma variabilidade morfologica e de tipos histologicos que nos
surpreendeu e, constatamos que a classificacio da OMS ndo se reflecte na realidade da
pratica de Anatomia Patologica para esta espécie animal. Parece-nos também que a
classificagdo da OMS ¢ elaborada tendo por base as neoplasias da cadela, tentando-se depois
“encaixar” a mesma classificacdo noutra espécie animal, o que nem sempre pode ser
efectuado; espécies diferentes apresentam aspectos fisiologicos distintos e desenvolvem
processos patoldgicos diferenciados. E esta “ideia” parece confirmar-se quando verificamos
que na referida classificagdo hé 8 paginas a descrever as alteragdes/lesdes da mama da cadela
e apenas 3 relativas a mama da gata, sendo apresentados os mesmos tipos histologicos para
as 2 espécies, com a excepcao dos carcinomas complexos, fusiformes e anaplasicos apenas
referenciados para a cadela e do carcinoma cribriforme apenas descrito na gata.

A classificagdo descritiva proposta pela OMS, ¢é efectuada com base exclusivamente
nos padrdes arquitecturais, e o diagndstico ¢ obtido pela “combinacdo” dos varios padrdes
morfologicos, referenciando o predominante em primeiro lugar (Misdorp et al., 1999); ora
esta metodologia parece-nos desnecessariamente complexa, ndo permitindo encontrar um
“critério unificador” na “miriade” de diagnosticos histoldégicos. Com tantas combinagdes
possiveis € praticamente impossivel encontrar significado prognostico no tipo histologico,
contrariamente a classificagdo da mama da cadela, onde existe a intervencao “supressora da
invasdo” das células mioepiteliais, que estd bem descrita em multiplos estudos (Sternlicht et

al., 1997; Jones et al., 2003; Adriance et al., 2005), e que se traduz no melhor
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comportamento biologico dos carcinomas de padrdo bifasico, complexos e/ou mistos
(Misdorp et al., 1999).

Por acharmos que a classificacio da OMS ¢ desajustada a variabilidade histoldgica que
observamos nestes ultimos 6 anos, foi objectivo deste trabalho a elaboragdo de um sistema de
classificagdo que melhor reflectisse os critérios histomorfoldgicos observados.
Posteriormente, tentamos confirmar se a classificacdo elaborada se reflectia no

comportamento biologico das lesdes.

Apesar da escassez de estudos na gata, sabe-se que os factores de prognostico do cancro
de mama da mulher, gata e cadela sdo similares (Misdorp, 2002). O tamanho do tumor, o tipo
e o grau histologico, a invasdo vascular linfatica/venosa, o envolvimento dos ganglios
linfaticos regionais e os indices proliferativos, sdo considerados factores de prognostico
classicos para o cancro de mama da mulher (van de Vijver, 2002; Ellis et al., 2003; Milanezi,
2005) e, a maioria ¢ também factor de prognéstico nos carcinomas de mama da cadela como
foi demonstrado pelo estudo de Queiroga e Lopes (2002). Na gata foram ja efectuados alguns
estudos que sugerem que o tamanho, a extensdo da cirurgia e o grau histologico t€ém
implicag¢des no progndstico (Rutteman et al., 2001). Porém como os estudos de seguimento
sdao ainda poucos, sdo necessarios novos trabalhos para pesquisar factores de progndstico,

histologicos classicos e marcadores moleculares.

Estima-se que 40 a 60% dos carcinomas de mama da gata ¢ da cadela apresentam
micrometastases no momento da apresentagdo, que potencialmente podem causar a sua morte
(Misdorp, 2002). Na mulher, estd comprovado que uma percentagem de tumores se associa a
comportamento bioldgico agressivo independentemente dos factores de progndstico classicos
serem favoraveis. A identificacdo de doentes sem metastases regionais no momento do
diagnostico e/ou com micrometastases, associados a mau progndstico, € uma preocupacao
constante e, quando os critérios cldssicos ndo sdo suficientes, o recurso a marcadores
moleculares ¢ essencial (Milanezi, 2005). Na mulher ha varios biomarcadores que fornecem
informagdo de progndstico; por exemplo a sobre-expresssao de HER-2, o p53, o VEGF e a
ciclina E no tumor primario predizem o risco de doenga metastatica (Leppa et al., 2004).

Na gata como os carcinomas evidenciam alta agressividade bioldgica, existe interesse
acrescido na pesquisa de factores de prognodstico. Além dos estudos de cinética molecular
estudamos factores que intervém na invasdo e na metastizacdo, como moléculas de adesdo

celular, metaloproteinases da matriz e seus inibidores e o factor de crescimento endotelial
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(VEGF), bem como de marcadores moleculares como o HER-2/neu e o conteido de ADN

visando determinar a sua importancia na oncobiologia dos carcinomas de mama da gata.

A invasdo tumoral e a metastiza¢ao sdo a principal causa de morbilidade ¢ mortalidade
em pacientes com cancro. No cancro de mama, o desenvolvimento de metastases € o factor
de progndstico mais importante, ja que a maioria dos doentes com metdstases a distancia irdo
sucumbir da doenga (Kowalski et al., 2003). Varios estudos associaram a expressao aberrante
de caderina E com o desenvolvimento de metdstases em vdarias neoplasias malignas
(Bukholm et al., 1998) nomeadamente gastricas, da prostata, da mama (Kowalski et al.,
2003; Marques et al., 2004; Charpin et al., 2005), do pulmio (Yoshida et al., 2001), da
cérvix (Faleiro Rodrigues ¢ Lopes 2004) ¢ ovario (Yoshida et al., 2001; Faleiro Rodrigues et
al., 2004). A caderina E (Gamallo et al., 1993; Petersen et al., 1998; Kowalski et al., 2003;
Faleiro Rodrigues et al., 2004) e as cateninas (Faleiro Rodrigues et al., 2004) tém sido
reconhecidas como moduladoras do fenotipo celular normal e maligno. Todavia, ¢ pouco
provavel que apenas as moléculas de adesdo sejam responsaveis pela aquisicdo do fenotipo
invasor (Restucci et al., 1997), pelo que a avaliagdo de outros factores que intervém na

invasdo pareceu-nos ser util para a compreensao destes eventos.

Para invadir localmente as células neoplasicas tém que ter sucesso em 3 etapas: aderir,
degradar ¢ migrar na matriz extracelular (Benbow et al., 1999; Kleiner ¢ Stetler-Stevenson,
1999). Estes passos ocorrem continua e simultaneamente a medida que as células migram
pelos tecidos até atingir vasos, e finalmente quando saem das estruturas vasculares para
estabelecer novos tumores (Brown, 1998). Devido a estas necessidades os niveis de
metaloproteinases da matriz (MMPs) estdo sobre-expressas em praticamente todos as
neoplasias malignas (Nelson et al, 2000; Hidalgo e Eckhardt, 2001; Coussens et al., 2002),
sendo particularmente altos na interface tumor-estroma (Sternlicht ¢ Werb, 2001; Xu et al.,
2005).

As MMPs intervém na biologia tumoral por varios mecanismos: 1) a ac¢do proteolitica
remove as barreiras fisicas a invasdo pela degradacdo das membranas basais € matriz
extracelular (Sternlicht ¢ Werb, 2001; Coussens et al., 2002; Wolf et al., 2003); 2) as MMPs
tém capacidade de modular a adesdo celular (Kleiner e Stetler-Stevenson, 1999; Vu e Werb,
2000; Fuchs et al., 2005). As MMPs influenciam a actividade da caderina E (Sternlicht e
Werb, 2001; Fuchs et al., 2005) promovendo a invasdo e alteram a ligagdo das células a

matriz destruindo os receptores integrinicos (Sternlicht e Werb, 2001); 3) direccionam a
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migracao celular (Giannelli et al., 1997, Fata et al., 2004), 4) podem promover o crescimento
e invasdo tumoral ao libertar factores de crescimento (DeClerck et al., 2004; Miyata et al.,
2004; Sottile, 2004) e factores angiogénicos como o VEGF, sequestrados na matriz
extracelular (Chambers e Matrisilian, 1997; Sternlicht ¢ Werb, 2001), podem libertar factores
de crescimento e expor receptores presentes na membrana celular (Chang e Werb, 2001;
Visse e Nagase, 2003) ou gerar fragmentos com actividade biologica (Loo et al., 2004,
Sottile, 2004). Intervém assim em multiplos passos da progressdo e aquisicdo do fendtipo

maligno, da invasdo, angiogénese tumoral e metastizagao a distancia (Coussens et al., 2002).

A funcdo da angiogénese na biologia do cancro foi proposta por Folkman (citado por
Brown et al., 1995 e Nicollini et al., 2004) que, em 1971 postulou que os tumores solidos
com 2-3 mm permaneciam em estado de laténcia na auséncia de neovascularizagao.
Posteriormente varios estudos confirmaram que o crescimento tumoral ¢ dependente da
angiogénese e que esta estd implicada na progressdo das lesdes pré-malignas a neoplasias
malignas, na disseminacgdo das células neoplasicas e no crescimento das micrometéstases a
metastases extensas (Nicollini et al., 2004); esta assim implicada desde as primeiras fases da
cancerizagdo até as fases mais avangadas da metastizagdo a distancia (Kawai et al., 2002;
Vajkoczy et al., 2002; Nicollini et al., 2004). O factor de crescimento endotelial (VEGF) ¢ o
factor angiogénico mais estudado em oncologia humana (Gasparini, 2000; Tse et al., 2004;
Valente et al., 2006). Varios estudos referiram que o VEGF e os seus receptores estdo sobre-
expressos nos tumores (De Jong et al, 1998; Adams et al., 2000; Nakopoulou et al., 2002;
Nakamura et al., 2003). No cancro de mama da mulher a expressdo de VEGF tem sido
correlacionada com o aumento da vascularizagdo (Gasparini et al., 1997; Gunningham et al.,
2000; Wen et al., 2002; Chhieng et al., 2003; Lincoln II et al., 2003; Turashvili et al., 2005),
com a recidiva (Milanta et al.,, 2002), o envolvimento ganglionar ¢ o prognostico
(Linderholm et al., 1998; Garvin e Dabrosin, 2003; Nakamura et al., 2003; Nicolini et al.,
2004), mas em Medicina Veterindria o estudo do VEGF est4 ainda numa fase incipiente e, na
bibliografia consultada, apenas encontramos o estudo de Millanta et al. (2002b) na mama da

gata.

O HER-2/neu ¢ um receptor membranar da familia do receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGFR) (Medi et al., 1995; Roetger et al., 1998; Masood e Bui, 2002; Ross et al.,
2003; Dahlberg et al., 2004). A sobre-expressdo deste receptor esta associada a progressao

tumoral, comportamento bioldgico mais agressivo € menores tempos de sobrevivéncia em
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varias neoplasias do Homem nomeadamente no cancro de mama (Roetger et al., 1998;
Ménard et al., 2000; Pauletti et al., 2000; Konecny et al., 2004; Milanezi, 2005), do ovario,
endométrio, bexiga, glandula salivar, estomago e pulmdo (Milanezi, 2005). Além do seu
valor prognostico, o HER-2/neu tem valor preditivo da resposta a determinados agentes
terapéuticos (Martin de las Mulas et al., 2003; De Maria et al., 2005; Milanezi, 2005). A sua
importancia no cancro de mama da mulher advém da utilizacdo de inibidores contra este
receptor em doentes com cancro de mama metastdsico, permitindo uma melhoria

significativa da sobrevivéncia (Jacobs et al., 1999; Milanezi, 2005).

Os estudos destas moléculas em Medicina Veterinaria sdo ainda escassos; todavia estes
permitem ndo s6 conhecer as inter-relagdes estreitas que existem entre estas moléculas que
intervém na aquisicdo do fendtipo invasor e metastatico, bem como permitem o recurso a
terapias moleculares especificas direccionadas contra receptores com actividade tirosina
cinase (HER-2/neu), factores de crescimento tumoral (Milanezi, 2005) ¢ MMPs (Brown,
1998; Hidalgo e Eckhardt, 2001; Sternlicht e Werb, 2001; Wolf et al., 2003), que ja sdo
utilizadas na mama da mulher e potencialmente podem ser utilizadas nos carcinomas da gata
permitindo diminuir a sua agressividade biologica. Com este trabalho além de um estudo de
frequéncia e da caracterizacdo morfoldgica das lesdes mamarias da gata, pretendemos
contribuir para a compreensdo dos mecanismos biolodgicos subjacentes a aquisicdo da invasdo

€ metastizacao.
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Objectivos

Foi objectivo deste trabalho o estudo da frequéncia dos varios tipos de alteragdes nao
neoplasicas e de neoplasias mamarias, bem como a pesquisa de critérios clinico-patologicos

de agressividade bioldgica. Assim, pretendemos responder as seguintes questoes:

* Vale a pena classificar as neoplasias?

* Tém os padrdes morfologicos importancia no comportamento bioldgico?

* Vale a pena graduar os carcinomas? Os diferentes graus histoldgicos tém implicacao
no comportamento bioldgico e historia natural dos carcinomas?

* As alteracdes e lesdes mamadrias adjacentes aos carcinomas e as alteracdes mamadrias
nao neoplasicas “solitarias” sdo passos evolutivos do processo de cancerizagdo ou nao tém

qualquer significado biopatologico?

Foram ainda objectivos:

* A pesquisa de biomarcadores moleculares do cancro de mama associados a invasao e
a metastizacdo, nomeadamente moléculas de adesdo celular (Caderina E e [-catenina),
proteases estromais (MMP1 e MMP2) e seus inibidores (TIMP1), e factores angiogénicos
(factor de crescimento endotelial - VEGF).

* A determinagdo do conteido de ADN nuclear das células neoplésicas e sua relacao
com critérios clinico-patologicos classicos.

* O estudo de seguimento e pesquisa de factores de progndstico.
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MATERIAL

Foram estudadas 128 nodulos mamarios de felinos domésticos recebidos no
Laboratorio de Histologia e Anatomia Patologica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto
Douro (LHAP-UTAD) durante os anos de 2001 e 2002. O material era proveniente de varias
clinicas e hospitais veterinarios da regido norte e centro do pais e do Hospital Veterinario da
UTAD. Este estudo incidiu sobre alteracdes/lesdes primarias e espontaneas originarias de
115 felideos domésticos, obtidas por nodulectomia, mastectomia parcial ou radical.

O material foi recebido no laboratério ja fixado em formol a 10%, com tempo de
fixacdo variavel, incluido em parafina e processado segundo o procedimento de rotina para
microscopia de luz. Dos blocos de parafina seleccionados foram efectuados varios cortes
para estudos histopatoldgicos, técnicas de histoquimica e imuno-histoquimica e anélise do

conteudo de ADN.

ESTUDO DAS VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS

AVALIACAO CLINICA
Foram recolhidos dados clinicos relativos ao animal, nomeadamente a raga, o sexo, a

idade, o estado reprodutivo (inteira VS ovariectomizada), o uso de contraceptivos, o numero

de lesdes mamarias, a sua localizacao, tamanho, ulceragdo e inicio do processo lesional.

O tamanho das lesdes apresentadas neste estudo refere-se ao seu didmetro maior. Para o
tratamento estatistico esta variavel foi categorizada em 3 grupos (inferior a 2 cm; de 2 a 3 cm
e superior a 3 cm) de acordo a classificagdo TNM para as neoplasias mamarias felinas.

Para estratificar a populacao para a andlise da idade utilizou-se o seguinte “cut-off”: <8
anos; 8-11 anos; >11 anos, sendo o limite inferior do intervalo a média das idades das lesoes

benignas e o limite superior a média de idades das neoplasias malignas.

ANALISE HISTOPATOLOGICA
Todas as preparacdes histologicas foram revistas e reclassificadas. O diagndstico e

classificagdo foram efectuados por dois observadores independentes, utilizando os mesmos

critérios, de modo a assegurar a consisténcia no diagndstico. As lesdes foram classificadas

15



Material e Métodos

com base nas caracteristicas histoldgicas predominantes. Se um animal evidenciava lesdes
multiplas, ou apresentava tumor primario e metdstases, estas também eram incluidas no
estudo. Foram seleccionados blocos representativos das lesdes e sempre que possivel, com
representacao de glandula mamaria ndo neoplasica.

As lesdes foram classificadas num ensaio cego de acordo com as suas caracteristicas
citoldgicas e comportamento bioldgico em alteracdes ndo neoplasicas, neoplasias benignas e

malignas, tendo sido avaliados os pardmetros descritos no quadro 1.

Quadrol. Pardmetros avaliados no exame de microscopia de luz dos nédulos mamarios.

Tipo de crescimento Infiltrativo (1)
Expansivo (2)

Necrose Ausente (0)
Necrose de células isoladas (1)
Extensas areas de necrose tumoral (2)

Diferenciagdo epidermoide, apdcrina e/ou Ausente vs presente
mucossecretora

Invasédo Ausente (0)
Invasdo do estroma (1)
Invasdo do musculo esquelético (2)

Permeacéo vascular Ausente vs presente

Metastizagdo Ausente vs presente

Estroma neoplasico Escasso(0)
Moderado(1)
Abundante(2)

Infiltrado inflamatério

- Abundancia Escasso(0)
Moderado(1)
Abundante(2)

- Tipo celular predominante Polimorfonuclear, linféide, histiocitario ou misto

Presenga de células gigantes multinucleadas Tipo osteoclasto

(CGM) Tipo tumoral

- Avaliacdo do indice mitético: A contagem de mitoses foi efectuada nas areas
neoplasicas e nao neoplasicas que apresentavam maior actividade proliferativa. O indice
mitdtico foi obtido pela contagem do ntimero total de mitoses observadas em 1000 células,

usando uma objectiva de grande ampliagdo (40x) e ocular com reticulo (Zeiss®).

- Foi também efectuado o estudo das lesdes presentes na mama adjacente aos

carcinomas: alteracdo fibroquistica (AFQ) e carcinoma “in situ” (CDIS).
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As neoplasias malignas foram ainda classificadas de acordo com o seu padrio

morfologico, diferenciagdo celular e estadio:

- Padrao morfoldgico

Para a avaliagdo do padrdao morfologico foram avaliados percentualmente todos os
padrdes arquitecturais presentes. Considerou-se que um carcinoma era de um determinado
padrao morfologico quando esse padrdo estava presente em pelo menos 50% da massa
neoplasica total; quando nenhum padrdo morfolégico atingia 50% da massa neoplasica, o

carcinoma era classificado de tipo morfoldgico misto.

- Tipo histologico

Os carcinomas forma classificados de acordo com a sua diferenciacao celular em 4
tipos:
» Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM): carcinoma de padrio bifésico, caracterizado por
proliferacdo de células epiteliais € mioepiteliais neoplasicas, sem estarem contudo associadas
a focos de metaplasia conjuntiva.
* Carcinoma metapldsico: os carcinomas que apresentavam areas metaplasicas superiores a
10% da massa neoplasica total. Aqui se incluiram todos os carcinomas com extensas areas de
proliferacao de células fusiformes (carcinoma de células fusiformes), carcinomas com areas
de carcinoma epidermdide e os carcinomas metaplasicos mistos caracterizados pela presenca
de elementos heterdlogos com formagdo de cartilagem de tipo mesenquimatoso ou bem
diferenciada e/ou tecido dsseo.
* Carcinoma micropapilar invasor: carcinomas ductais com predominio de padrido
micropapilar (igual ou superior a 50% da massa neoplésica total).
* Carcinoma ductal invasor sem tipo especifico (CDI-STE): grupo constituido pelos
carcinomas com diferenciagdo ductal mas que ndo apresentavam caracteristicas histologicas
particulares para serem incluido nos tipos especificos anteriores, ou seja, inclui neoplasias
que independentemente do seu padrao morfologico nao apresentavam populacao mioepitelial
abundante ou evidenciavam areas metaplasicas inferiores a 10% da massa neoplasica total.
Também se incluiram neste grupo carcinomas com areas micropapilares inferiores a 50% da

massa neoplasica.
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- Grau histolégico

O grau histologico das neoplasias malignas foi avaliado de acordo com o Método de
Nottingham, modificado por Elston e Ellis (1998), que avalia a formacao de tibulos, o
pleomorfismo nuclear (grau nuclear) e o nimero de mitoses. E um método semi-quantitativo
que utiliza um sistema numérico de 1-3 para avaliar cada item em separado, que quando
adicionado permite estratificar os carcinomas em bem diferenciados (grau I), moderadamente
diferenciados (grau II) ou pouco diferenciados (grau III). No anexo I encontram-se
informagdes pormenorizadas acerca deste sistema de classificacao.

Apesar de habitualmente a classificacdo em graus histologicos nao se aplicar aos CEM,
neste estudo foi aplicada a todos os carcinomas de modo a estratifica-los em grupos com

diferentes comportamentos bioldgicos e prognostico.

Dada a importancia habitualmente associada ao grau de pleomorfismo nuclear (grau

nuclear), este parametro foi também analisado separadamente.

- Estadio

Para o estadiamento dos carcinomas usamos o sistema TNM da OMS modificado para
ser aplicado nos carcinomas felinos (Withrow e MacEwen, 2000; Rutteman et al., 2001) que
se baseia nos seguintes critérios: (1) Tamanho do tumor primario (T); 2) envolvimento dos
ganglios linfaticos regionais (N) confirmado por citologia ou histologia e 3) ocorréncia de
metastases a distancia (M) (Quadro 2). O T corresponde ao diametro maior do nddulo
mamario, sendo T; tumores com dimensdes inferiores a 2 cm, T, entre 2 € 3 cm ¢ Tz, com
dimensao superior a 3 cm. Relativamente ao estado ganglionar Ny corresponde a auséncia de
metastases ganglionares e N; a sua presenca; sempre que ndo foi referido nas informagdes
clinicas e/ou quando nao foram enviados os ganglios regionais, consideramos que as gatas

eram Ny. O M, corresponde a auséncia de metastases a distancia e M; a sua ocorréncia.

Quadro 2. Estadio TNM.

Estadio T N M
I T, No M,

11 T, No M,
111 Tz N; Mo
T; No.i My

v qualquer T qualquer N M,
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Coloragoes e métodos histoquimicos

Para confirmar a presenca de secrecdo mucossecretora, o tipo de mucopolissacarideos
produzidos e a ocorréncia de alteracdes na composi¢do da matriz conjuntiva do estroma
neoplasico foram efectuadas as coloragdes e métodos histoquimicos de PAS-Azul de Alcido
a pH 1.0, e PAS com tratamento de diastase a 1%, efectuados de acordo com a técnica

laboratorial de rotina.

Estudos de Imuno-histoquimica

Para este estudo utilizdmos varios anticorpos para avaliar a imuno-expressdo de
proteinas do citoesqueleto, moléculas de adesdo celular, antigénios associados ao ciclo
celular (Ki-67) e a genes (HER-2/neu).

Os anticorpos foram testados em tecido felino para confirmar a sua aplicagdo na
espécie, optimizar a dilui¢ao mais adequada, averiguar a necessidade de realizar tratamento
térmico e/ou proteolitico para incrementar a imuno-expressao. Todos os estudos foram

realizados segundo o método indirecto da Estreptavidina-Biotina-Peroxidase (ABC).

Depois da desparafinagdo e hidratacdo, os cortes histologicos foram submetidos a
tratamentos para recuperagdo antigénica. As preparagdes foram incubadas com soro normal
de coelho (X0902, Dako™) no caso dos anticorpos monoclonais, ou soro de porco (X0901,
Dako™) para os anticorpos policlonais. Posteriormente foram incubadas com o soro primario,
a temperatura, tempo ¢ diluigdes especificadas no quadro 3. Seguidamente as preparacdes
foram incubadas com o complexo Estreptavidina-Biotina-Peroxidase (TS-125-HR,
Labvision®). A reac¢do da peroxidase foi visualizada usando como cromogéneo o
Tetrahidrocloreto de 3’3 Diaminobenzidina (DAB) (Novocastra®, NCL-DAB);
posteriormente as preparacdes foram contrastadas com Hematoxilina de Gill, diafanizadas e

montadas com Entellan® (Merk®™).

Foram utilizados controlos negativos, nos quais foi substituido o anticorpo primario por
tampao PBS e, como controlos positivos, casos em que a imunorreactividade para os

antigénios estudados tinha sido demonstrada previamente.
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Quadro 3. Anticorpos primarios ¢ procedimentos informativos.

Anticorpo Clone/Origem Dilui¢do Recuperacdo antigénica e tempo de
incubacio
Vimentina NCL-Vim-Va, Dako 1:100 10 minutos MO em tampido citrato.

Incubagao 60 minutos TA.

Panqueratina 70622, Dako 1:1000 10 minutos MO em tampao citrato.
Incubag@o 60 minutos TA

Citoqueratina 14 NCL-LL 002, Novocastra 1:20 10 minutos MO em tampdo citrato.
Incubag@o 60 minutos TA

P63 4A4, Neomarkers 1:150 15 minutos MO em tampido citrato.
Incubagao ON a 4°C.

Calponina CALP, Dako 1:400 15 minutos MO em tampdo citrato.
Incubagao ON a 4°C.

Ki-67 Mibl, Dako 1:100 15 minutos MO em tampido citrato.
Incubagao ON a 4°C.

Caderina E CAT-5H10, Zymed 1:200 15 minutos MO em solucdo aquosa de
Extran 0.05%. Incubagido ON a 4°C.

p-Catenina 4 A2 C7, Zymed 1:200 15 minutos MO em solugdo aquosa de
Extran 0.05%. Incubagdo ON a 4°C.

VEGF JH121, Neomarkers 1:150 15 minutos MO em tampdo citrato.
Incubagdo ON a 4°C.

MMP-1 Neomarkers 1:100 15 minutos MO em tampdo citrato.
Incubagdo ON a 4°C.

MMP-2 Neomarkers 1:150 15 minutos MO em tampdo citrato.
Incubagdo ON a 4°C.

TIMP-1 Neomarkers 1:150 15 minutos MO em tampdo citrato.

Incubagdo ON a 4°C.

RE LH2 CC4-5, Novocastra 1:20 Panela pressdo em tampao citrato Incubagio
ON a 4°C, 18°C e 26 °C.

RE Clone 6F11, Novocastra 1:20 Panela pressdo em tampao citrato Incubagio
ON a 4°C, 18°C e 26 °C.

RP Clone 1A6, Novocastra 1:20 Panela pressdo em tampao citrato Incubagio
ON a 4°C, 18°C e 26 °C.

RP Clone SP2, Neomarkers 1:20 Panela pressdo em tampao citrato Incubagio
ON a 4°C, 18°C e 26 °C.

HER-2/neu c-erbB2; Dako 1:50 15 minutos MO em tampdo citrato.
Incubacgdo ON.
(MO: tratamento térmico em microondas; ON: incubagdo durante a noite; TA: incubagao a temperatura ambiente; Ki-67: Antigénio
Ki-67; VEGF: factor de crescimento endotelial; MMP: metaloproteinase da matriz, TIMP: inibidor tecidular das metaloproteinases
da matriz)

Meétodos de quantificacio da imunorreactividade

Antigénio Ki-67

A imuno-expressdo foi considerada positiva quando ocorria no ntcleo,
independentemente da intensidade de marcagdo. A quantificacdo da marcacdo foi realizada
pela contagem dos ntcleos imunomarcados em 1000 células neoplasicas, identificadas por

critérios morfologicos, em 5 a 10 campos de grande ampliagdo, de acordo com estudos
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prévios (Castagnaro 1998 b; Preziosi et al., 2002; Dias Pereira et al., 2004). Foram
seleccionadas para contagem as areas neoplasicas que revelavam maior imunorreactividade,
tendo sido contabilizados os ntcleos homogeneamente marcados, ou nas células
eucromaticas, com marcagdo do nucléolo e envelope nuclear. A contagem foi realizada
sempre pelo mesmo observador, usando uma ocular com reticulo (Zeiss"). Os valores obtidos
foram expressos pela relagdo entre as células marcadas e o numero total de células
contabilizadas, obtendo-se uma relagdo percentual considerada como indice de proliferagdo.
Foi também avaliado o indice de Ki-67 no tecido mamario ndo neoplésico adjacente as

neoplasias e no carcinoma “in situ”’segundo o procedimento acima referido.

Vimentina e Citoqueratina 14 (CK14)

A expressdo destas duas proteinas foi considerada positiva sempre que a marcagao
ocorria no citoplasma das células epiteliais e mioepiteliais neoplasicas e mama nao
neoplasica adjacente. Foi avaliada de forma semi-quantitativa de acordo com o referido no
quadro 4. O marcador “Vimentina” permitiu ainda avaliar a preservacdo antigénica do

material em estudo.

Quadro 4. Avaliagdo da imunomarcag@o para os anticorpos Vimentina ¢ CK14.

Categoria % de células positivas
B <5%

+ (focal) 5-25%

++ (multifocal) 25-50%

+++ (difusa) >50%

P63 e Calponina

A expressdo da proteina p63 foi avaliada no nucleo das células basais/mioepiteliais
como ausente (-), presente e difusa (+) ou inconstante (+/-). A expressdo de calponina foi
analisada no citoplasma das células mioepiteliais, epitélio luminal, miofibroblastos estromais

e midcitos como ausente (-) e presente (+).

Caderina E e f-Catenina

A expressdo destas proteinas foi avaliada no tecido ndo neoplasico e neoplasico de
acordo com os seguintes parametros:

- Extensao da imunomarcagdo - a percentagem de células epiteliais positivas foi
avaliada de forma semi-quantitativa em menos de 25% (focal), de 25 a 75% (regional) e mais

de 75% (difusa), de acordo com trabalhos prévios (Brunetti et al., 2003; Sarli et al., 2005). A
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imunomarca¢do superior a 75% foi classificada como preservada, e as restantes como
diminuida.
- Padrdo de marcagdo - presenga de marcagdo tipica (membranar) ou aberrante

(citoplasmatica e/ou nuclear), de intensidade homogénea versus heterogénea.

MMPI1, MMP2 e TIMPI

A expressdo das metaloproteinases da matriz MMP1 ¢ MMP2 foi avaliada de forma
semi-quantitativa usando o sistema de avaliacdo descrito por Kallakury et al., (2001) e
Miyata et al. (2004) e que tem por base a extensdo e a intensidade de imunomarcagdo. A
extensdo da marcacao foi avaliada como focal (igual ou inferior a 10%), regional (entre 11 e
50%) e difusa (superior a 50%) e a intensidade como fraca, moderada ou intensa. Os padrdes
de marcacdo de moderado e difuso, intenso e regional, ou intenso e difuso foram

considerados positivos, ou seja com sobre-expressao.

VEGF

A avaliacdo deste marcador foi efectuada de acordo com o descrito por Nicolini et al.
(2004) no cancro de mama da mulher. A expressdo foi avaliada quanto a extensdo e
intensidade de marcagao quer nas neoplasias quer no tecido ndo neoplasico. Relativamente a
extensdo foi avaliada em 1 (<25% das células marcadas), 2 (26-50%) e 3 (> 51% de células
marcadas). A intensidade foi categorizada como fraca (1), moderada (2) e intensa (3). Da
combinagdo destes 2 parametros surge o score final <3 (lesdes com baixo indice de

imunorreactividade) e >3 (lesdes com expressao alta de VEGF).

HER-2/neu

Para analise do HER-2/neu (também denominado neu, c-erbB2, HER-2) foi utilizado o
sistema de graduagao standard utilizado em Medicina Humana, recomendado pelo Colégio
Americano de Patologistas e pelo Programa Nacional de Avaliacdo de Qualidade Externa do
Reino Unido. Este sistema resulta de um score entre a intensidade e a extensao da coloragao,
que ¢ referido no quadro 5. S6 os carcinomas graduados como (2+) ou (3+) sdo considerados
positivos (Milanezi, 2005; Ribeiro-Silva et al., 2005). Para uniformizar a nomenclatura

usaremos o termo HER-2 ou HER-2/neu.
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Quadro 5. Graduagdo da imuno-expressdo de HER-2/neu.

Positividade HER-2/neu Graduagao Resultado
- Positividade citoplasmatica

- Positividade membranar inferior a 10% das células neoplasicas 0 Negativo
- Positividade membranar incompleta de fraca intensidade em mais de 10% das 1+ Negativo

células neoplasicas

- Poitividade membranar completa de intensidade moderada em mais de 10% 2+ Positivo
das células neoplasicas

- Positividade membranar completa de intensidade forte em mais de 10% das 3+ Positivo
células neoplésicas

ANALISE DO CONTEUDO DE ADN POR CITOMETRIA DE IMAGEM

Procedimento

Foram efectuados cortes de 6 pm dos carcinomas mamadrios em estudo (n=94), do
mesmo bloco de parafina utilizado para os estudos histopatoldgicos. As preparagdes
histologicas, foram coradas pelo método de Feulgen usando o kit de coloragdo “CAS DNA”
(Becton Dickinson®, Cell Analysis Sistems, Elmhurst, IIT). O procedimento foi realizado de
acordo com as instru¢des do fabricante. Em todos os banhos de coloragao foi utilizada uma
lamina de hepatdcitos de rato, fornecida pelo fabricante do Kit, para a calibra¢do do aparelho
e controlo externo da coloragdo (Cajulis et al., 1995; Reeder et al., 1997; Oliveira, 2005).

Apo6s a desparafinacdo e hidratagdo, as preparacdes histologicas e lamina de calibragao
foram submetidas a hidrolise com Acido Cloridrico 5N (Merck™), durante 60 minutos. Em
seguida as preparagdes histologicas foram imersas na solu¢do de coloracdo durante 60
minutos, apds os quais, foram sujeitas a banhos sequenciais com a “solu¢do de lavagem”
durante 30 segundos, 5 minutos e, por ultimo 10 minutos. Ap6s serem diferenciadas em
alcool acido a 1%, as laminas foram desidratadas, diafanizadas ¢ montadas com Entellan

(Merk®).

Quantificacdo do conteudo de ADN nuclear

A quantificacdo e interpretagdo dos resultados foi efectuada no sistema de andlise de
imagem CAS 200® (Cell Analysis Sistems, Inc., Elmhurst, III) através do programa
“Quantitative DNA Analysis 3.0”.

O citometro de imagem foi calibrado com a ldmina de hepatdcitos de rato, com um

conteido de ADN conhecido (Cohen et al., 1991). Apds a calibragdo procedeu-se a analise
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das preparagdes histoldgicas. Em cada caso foi analisado o valor médio de ADN de pelo
menos trinta linfécitos presentes no estroma tumoral; estas células de referéncia foram usadas
como controlo interno da ploidia de ADN, definindo o contetido de ADN diploide (2¢) para a
espécie em estudo (Auer et al., 1980; Santos et al., 2003).

A andlise do contetido de ADN foi realizada pela leitura de pelo menos 100 ntcleos
bem preservados, evitando-se os niicleos sobrepostos, destruidos ou na margem do campo de
leitura (Cajulis et al., 1995; Reeder et al., 1997; Oliveira, 2005). Os resultados, obtidos sob a
forma de histogramas de ADN, representam a distribui¢do da populacdo celular de acordo
com a intensidade de coloragdo do ADN. Na analise de cada um dos histogramas foi
identificado o pico G¢/G; e calculado o indice de ADN (ID), o desvio padrao (DP) e o
coeficiente de variagao (CV). O CV das células de referéncia, foi utilizado como controlo de
qualidade dos estudos citométricos realizados (Sampedro e Orfao, 1993; Pires et al., 2001).

As populacdes celulares podem mostrar diferentes conteudos de ADN e o grau de
variagio deste relativamente as células normais ¢ expresso como Indice de ADN (ID),
parametro determinado pela razao entre o conteudo de ADN do pico Go/G; da populagdo em
estudo e o valor médio do pico Gy/G; da populacdo de referéncia (diploide) (Sampedro e
Orfao, 1993; Reeder et al., 1997; Roels et al., 1998; Tachibana et al., 1999).

A regiao de ADN diploide foi definida como o conteido de ADN compreendido entre
o valor médio do ID da populacdo de referéncia £3 desvios padrdes (1+0.17). Todos os
carcinomas cujo ID do pico G¢/G; apresentava valores compreendidos na regido diploide
foram classificados como dipldides de ADN; todos os que possuiam ID fora desta regido
foram classificados como aneuploides de ADN. Todos os carcinomas aneupldides com
histogramas com 2 ou mais picos Go/G; foram classificados como multiploides de ADN.

Foram ainda avaliadas as percentagens de células com contetido de ADN superior a 5c
(5cER). A fraccao 5Sc foi categorizada em ausente (ScCER=0), inferior a 1% (5cER<1%) ¢
superior a 1% (5cER>1%)).

ESTUDO DE SOBREVIVENCIA

Os animais foram submetidos a um estudo de seguimento por um periodo minimo de
24 meses. Estas informagdes obtidas através do clinico assistente e/ou por contacto telefonico
com o proprietario, incidiu sobre o periodo de sobrevivéncia livre de doenca (SLD) e o
periodo de sobrevivéncia global (ST). O tratamento estatistico destas varidveis so6 foi
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efectuado nos carcinomas. Nas gatas com carcinomas multiplos foi seleccionada para analise
a lesdo com caracteristicas histologicas de maior agressividade biologica (de grau de

malignidade mais elevado, e em casos de desempate o estadio).

Considerou-se como periodo de sobrevivéncia livre de doeng¢a (SLD) o periodo de
tempo (meses) que decorreu desde a exérese cirurgica e o aparecimento de recidiva local e/ou
sintomatologia clinica de metastiza¢do ou morte sem doenca oncoldgica.

O tempo de sobrevivéncia total (ST) foi definido como o intervalo de tempo que
decorreu desde a data do tratamento cirirgico e a morte ou eutandsia por cancro, ou da data
da ultima observagao, até 31 de Dezembro de 2004.

Para averiguar o efeito dos indices de proliferacdo celular na sobrevivéncia, os
carcinomas foram categorizados, em fun¢do do valor da sua mediana, em pouco
proliferativos (indice menor ou igual ao valor da mediana) e muito proliferativos (indice

menor ou igual ao valor da mediana).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em frequéncias absolutas e relativas. Para comparar
variaveis categoricas usou-se o teste de Qui-quadrado e o teste exacto de Fisher (two-sided).
As varidveis numéricas foram estudadas com aplicagdo do teste Anova, Kruskal-Wallis ou
Mann-Whitney.

Para determinar o efeito das diferentes varidveis no prognostico foi efectuada a anélise
de sobrevivéncia usando o método de Kaplan-Meier. Para a andlise da sobrevivéncia as
variaveis dependentes de interesse foram a sobrevivéncia total (ST) e a sobrevivéncia livre de
doenca (SLD). A comparagdo estatistica entre curvas foi efectuada segundo o teste de Log-
rank e, quando adequado, pelo teste Breslow. Para determinar a forma como a sobrevivéncia
¢ afectada pelas outras co-variaveis e quais as variaveis com efeito prognoéstico independente
foi efectuada a andlise multivariada através do método de regressdo de Cox. O risco relativo
foi estimado usando o intervalo de confianga de 95%.

O nivel de significancia admitido foi de p<0,05. Para a realiza¢dao da anélise estatistica

foi utilizado o programa SPSS 11.5.
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Foram avaliados 130 nd6dulos mamarios obtidos em 117 felideos do sexo feminino,
cujas frequéncias absolutas e relativas se encontram discriminadas no quadro 6. A maioria
eram carcinomas (n=94; 72 %), correspondendo as neoplasias benignas a apenas 10% do
total da série (n=13), e as alteracdes ndo neoplasicas a 18% (n=23). Foi possivel obter
informagdo acerca do periodo de tempo que decorreu desde a sua deteccdo e a excisdo
cirargica em 38 gatas. Em 74% dos casos (n=28), o tempo referido pelo foi igual ou inferior

a 6 meses.

Quadro 6. Classificagdo histologica das alteracdes mamarias analisadas.

Tipo histolégico n (%)
Alteracdes proliferativas nio neoplasicas
Alteragao fibroquistica (AFQ) 6 (4,6)
Alteracdo fibroadenomatosa total (AFT) 17 (13,1)
Neoplasias benignas
Adenoma tubular 3(2,3)
Adenoma epitelial-mioepitelial (adenoma complexo) 2 (1,5)
Papiloma invertido 1(0,8)
Fibroadenoma 7(54)
Neoplasias malignas
Carcinoma papilar ndo invasor (“in situ”) 1(0,8)
Carcinoma ductal invasor sem tipo especifico (CDI-STE) 65 (50,0)
Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM) 8(6,2)
Carcinoma metaplasico 12 (9,2)
Carcinoma micropapilar invasor 8 (6,2)
Total 130 (100,0)

I. CARACTERIZACAO CLINICO-PATOLOGICA

Raca e idade

A maioria das alteragdes mamarias surgiu em gatas de raca Europeu Comum (n=83;
64%), seguida da raga Siamesa (n=38; 29%) e animais cruzados (5 cruzados de siamés e 1 de
Persa) (5%). A raca menos frequentemente observada foi a Persa (n=3; 2%)).

Foi possivel obter informacdo acerca da idade de 108 gatas; esta variou entre os 5

meses e os 19 anos (média 10 anos).

Numero, localizacdo e dimensées

Obtivemos informag¢ao sobre o nimero de nodulos mamarios em 119 casos. Na maioria

dos casos (n=82; 70%) eram massas multiplas, afectando entre 2 (n=78) a 5 mamas (n=1) de
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uma ou ambas as cadeias mamarias (fig. 1). As lesdes multiplas corresponderam
principalmente a carcinomas (69/82). Em 77 casos obtivemos informagdo relativa a cadeia
mamaria afectada e relativa a localizagdo (mamas craneais versus caudais) em 87. As
alteragdes surgiram com maior frequéncia na cadeia mamaria esquerda (n=42; 55%) e nas
mamas caudais (abdominais e inguinais; n=43, 49%). Quando foi especificada a glandula
afectada, a mama numero quatro ou inguinal foi a mais frequentemente referida e, a menos
afectada foi a axilar (nimero um).

A dimensao média das alteragdes mamarias analisadas foi de 2,9 cm (minimo 0,3 cm -
maximo 18 cm). A maior massa observada, com o peso de 1,5 Kg, era uma alteragao

fibroadenomatosa total (AFT) excisada de uma gata de 3 anos.

Contracepgao

S6 foi possivel obter esta informacdo em 69 gatas (correspondente a 77 dos casos
avaliados). As gatas submetidas a tratamento hormonal apresentaram maiores frequéncias de
alteragdes e lesOes mamadrias relativamente as gatas ndo tratadas, com envolvimento
frequente de varias glandulas em simultaneo. Contudo, a contracep¢do ndo apresentou

associacdo estatistica com nenhum dos parametros clinico-patologicos analisados.

Ulceracgdo cutinea

A ulceragdo foi observada apenas em 24% (n=31) das massas mamarias e surgiu

principalmente associada aos carcinomas (fig. 2).

II. CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

A lesdo mais frequentemente observada foi o carcinoma, razao pela qual vamos centrar o

nosso estudo neste tipo histoldgico.

1. CARCINOMAS FELINOS

Os carcinomas caracterizaram-se por aspectos morfoldgicos muito diversos, quer do
ponto de vista macro quer microscopico. As ragas mais representadas foram a Europeu
Comum (56%; n=53) e a Siamesa (36%; n=34) e a idade variou entre 4 e 19 anos (média de
11 anos), com apenas 11% (n=10) dos casos com idade inferior a 8 anos. A maioria das

lesdes foi detectada pelos proprietirios em média 6 meses antes da cirurgia, sendo
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usualmente o motivo da cirurgia o crescimento rapido da massa neopldsica e/ou a sua
ulceragdo. A maioria das lesdes era multipla (79%; n=69), afectando uma ou ambas as
cadeias mamarias.

Apesar da cirurgia ter sido efectuada com intengdo curativa, 73% das lesdes (n=69)
rasavam os bordos de excisdo, e 21% (n=20) ndo se encontravam contidas nas margens da
exérese. Na altura da exérese, 22 carcinomas (23%) apresentavam metéstases nos ganglios
linfaticos regionais, mas, s6 em dois casos os clinicos assistentes referiram a existéncia de
metastases pulmonares. Pelo menos 35 gatas (37%) desenvolveram posteriormente
metastases, como foi confirmado radiograficamente e/ou no exame de necropsia. Os O0rgaos
mais frequentemente afectados foram os ganglios linfaticos e o pulmao (fig. 3 e 4), mas
também foram observadas metastases no rim (fig. 5), no utero e ovario, no pancreas, no

figado, na glandula adrenal, no cérebro (fig. 6) e no olho.

ASPECTO MACROSCOPICO
A observagido macroscopica os carcinomas eram nodulos solidos, solitarios ou

multiplos, por vezes ulcerados, constituidos por tecidos firmes, de coloragdo esbranquigada,
com extensas areas de necrose. Alguns apresentavam cavidades quisticas contendo fluido
seroso ou gelatinoso, translicido a acastanhado (fig. 7). Muitos apresentavam limites
arredondados, circunscritos mas nao capsulados, sendo contudo o6bvia e frequente a

compressdo e/ou invasao do musculo adjacente.

PARAMETROS MICROSCOPICOS

Padroes arquitecturais

A maioria dos carcinomas apresentou varios padrdes morfologicos (variando de 2 a 5),
sendo raras as formas puras, ou seja, com apenas um padrao arquitectural. Em 45% das
lesdes (n=42) predominou o padrdo s6lido mas, em 33% (n=31) dos casos, nenhum padrao
atingiu 50% da massa neoplasica, sendo classificados como lesdes de morfologia mista (2°
padrao mais comum).

O padrao micropapilar foi observado na maioria dos carcinomas mas com extensao
variavel; s6 em 8 casos (9%) atingiu 50% da massa tumoral, sendo estes carcinomas

classificados de micropapilares.
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Fig. 1. Gata com lesdes mamadrias multiplas afectando as 2 cadeias
mamarias.

Fig. 2. Lesdo de grandes dimensdes, ulcerada, envolvendo as mamas
abdominal (n°3) e inguinal (n°4).
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Fig. 3. Metastases de carcinoma de mama no pulmio, pericardio e
mediastino com efusdo pleural.

Fig. 4. Metastases pulmonares.
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Fig. 5. Metastases renais bilaterais de carcinoma de mama.

Fig. 6. Metastase cerebral.
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Fig. 7. Secgdo transversal de neoplasia mamaria evidenciando area de fibroadenoma (*) e
cavidades quisticas com conteudo gelatinoso.

Apesar de serem também relativamente frequentes, os padrdes tubular e papilar,
surgiam em pequena extensdo, sO predominando, cada um, em 4 carcinomas (4%).
Observaram-se ainda 5 carcinomas (5%) com crescimento intraquistico. O padrao
cribriforme foi frequentemente observado mas nenhum carcinoma foi assim classificado em

virtude da sua extensao ser inferior a 50% da massa neoplésica total.

% @ Micropapilar
100% - O Quistico
80% - B Papilar
OTubular
0/ -
60% O Misto
40%- @ Sdlido
20%
0%

CDI-STE CEM C. metaplasico C. micropapilar
Tipo histolégico

Fig. 8. Padrdes arquitecturais predominantes nos varios tipos histologicos.

Quando analisamos a distribuicdo dos padrdes arquitecturais predominantes nos varios

tipos histologicos verificAmos que o padrio solido predominou nos carcinomas ductais sem
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tipo especifico (CDI-STE), nos carcinomas epiteliais-mioepiteliais (CEMs) e nos

metaplésicos (fig. 8).

Tipo histolégico
No quadro 7 encontram-se as frequéncias absolutas e relativas dos tipos histoldgicos de

carcinoma analisados:

Quadro 7. Tipo histoldgico dos carcinomas.

Tipo histologico n (%)
Carcinoma papilar in situ 1(0,01)
Carcinoma ductal invasor sem tipo especifico (CDI-STE) 65 (69,1)
Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM) 8(8,5)
Carcinoma micropapilar invasor 8(8.5)
Carcinoma metaplésico 12 (12,8)
Total 94 (100,0)

* Carcinoma papilar “ in situ”

Esta lesdo solitaria de 2,2 cm de didmetro, ndo ulcerada, foi observada numa gata
Europeu Comum de 8 anos, na mama toracica da cadeia direita (D2). Caracterizou-se por
proliferacdo intra-quistica de papilas ramificadas com auséncia de mioepitélio e areas solidas
(fig. 9). As células cubdides, de grau nuclear 2, apresentavam focos de diferenciagdo

apdcrina. As mitoses eram raras e tipicas.

* Carcinoma ductal invasor sem tipo especifico (CDI-STE)

Foi o tipo de carcinoma mais frequentemente observado. Surgiu com maior frequéncia
em gatas Europeu Comum, de idade avangada: 50% tinham idade superior a 11 anos. As
dimensdes eram muito variaveis mas, apenas 34% (n=25) das lesdes tinham menos de 2 cm.

A observagio microscopica caracterizaram-se pela proliferagdo de células pleomorficas
com mitoses frequentes e atipicas. Trinta e sete tumores (56,9%) apresentaram grau nuclear 3

mas nenhum foi classificado de grau 1.

Observaram-se 2 populagdes celulares (fig. 10), uma constituida por células pequenas,
cuboides, basoéfilas, com citoplasma escasso e nucleo redondo com cromatina grumosa, que

se dispunham preferencialmente segundo o padrdo sélido e/ou cribriforme (fig 11) e
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apresentavam frequentemente abundante produ¢dao de mucinas (principalmente acidas) (fig.
12), e focos de diferenciacdo condrdéide mesenquimatosa e/ou bem diferenciada A outra
populacdo era constituida por células grandes, cubodides ou poliédricas, de citoplasma
abundante, palido, com nucleo eucromatico e nucléolo proeminente, que adoptavam
preferencialmente padrao micropapilar e/ou sélido (fig. 13). Apresentavam frequentemente
diferenciagdo epidermodide, ocasionalmente segregavam mucinas mas, a raramente se
associaram a metaplasia condréide. As duas populagdes constituiam lesdes independentes na
mesma mama, em nddulos em diferentes mamas de uma mesma gata mas, por vezes

coexistiam na mesma lesdo, observando-se células com caracteristicas intermédias.

Os CDI-STE evidenciavam predominio de padrio morfologico sélido (fig. 14) ou
misto, e mais raramente padrao quistico (fig. 15) ou tibulo-papilar (fig. 16). A maioria era de
grau histoldgico 11 (n=36; 55,4%), grau nuclear 3 (n=37; 57%) (fig. 17), estadio 3 (n=27;
41,5%), apresentava crescimento infiltrativo (69,2%; n=45) e, 35,4% dos casos (n=23)
invadiam o musculo esquelético. A necrose era comum e extensa (n=59; 90,7%) e em alguns
tumores observaram-se areas de necrose de tipo comedo (fig. 18). A permeagao vascular foi
observada em 70,8% (n=46) dos casos e 21,5% (n=14) apresentavam metastases
ganglionares no momento da excisdo. A maioria dos carcinomas era de estadio 3 ou 4 (n=27;
41,5%); este tipo histologico incluiu 2 gatas com metastases a distancia, uma das quais
evidenciava 2 carcinomas distintos.

Oito CDI (11%) apresentaram focos metaplasicos inferiores a 10% da massa neoplasica
total: em cinco observaram-se areas de cartilagem mesenquimatosa e/ou bem diferenciada,
em dois areas de carcinoma epidermoide (fig. 19) e, uma lesdo apresentou areas condroides e

epidermoides.

BG. nuclear 2
N° o5

20+
15
10+

OG. nuclear 3

Grau | Grau ll Grau Il

Grau histologico

Fig. 17. Grau nuclear e grau histoldgico dos CDI-STE.
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O infiltrado inflamatorio, de tipo linfoplasmocitario, era escasso ou moderado. Em 8
carcinomas (12,3%) observaram-se células gigantes multinucleadas (CGM) de tipo

osteoclasto (n=7) (fig. 20) e tumorais (n=1).

* Carcinomas epiteliais-mioepiteliais (CEM)

Os CEMs constituiram 8,5% da totalidade dos carcinomas observados. Surgiram com
maior frequéncia em gatas Siamesas (50%; n=4), com idade inferior a 8 anos (50%; n=4).
Eram lesdes bem circunscritas mas ndo capsuladas (fig 21) e 62% (n=5) apresentavam
dimensao inferior a 2 cm.

Ao exame microscopico eram constituidos por células cubodides ou redondas, com
atipia citologica moderada, que formavam corddes sélidos, ninhos ou tubulos (fig. 22). A
rodear as células epiteliais observou-se camada continua de células mioepiteliais, cuboides
ou fusiformes, com atipia citolégica baixa a moderada, uma relacdo nucleo:citoplasma
elevada, limites indistintos e ocasionais figuras de mitose. Estas células, por vezes sé
identificadas pelo recurso a marcadores de células basais/mioepiteliais, formavam
ocasionalmente camadas estratificadas (fig. 23).

O padrdo cordonal (solido) foi o mais frequentemente observado (62,5%; n=5) mas,
foram observadas areas tubulares em 7 casos (87,5%). Alguns carcinomas evidenciavam
pequenas areas papilares e fendas semelhantes aos fibroadenomas. Um carcinoma evidenciou
padrao papilar intraquistico; era uma lesdo multicéntrica por disseminagdo intraductal do
processo neopldsico, de padrdo papilar invertido, com varios pontos de adesdo ao epitélio
ductal.

Da série de CEMs s6 um tumor era ulcerado (13%) e apenas 3 (36%) apresentaram
areas de necrose extensa. A maioria era de grau nuclear 2 (n=5; 62,5%), grau histologico 11
(n=5; 62,5%), estadio 1 (n=6; 75%), com mitoses raras (fig. 24). Em 7 carcinomas (88%)
observaram-se focos de micro-invasdo estromal. O estroma era escasso e fibroso, € o
infiltado inflamatorio raro (n=7; 88%) e de tipo linfoplasmocitario. Em 2 lesdes (25%)
observaram-se areas de diferenciacdo epidermodide e 4 apresentavam material mucinoso
positivo ao PAS no interior de estruturas tubulares. Trés carcinomas apresentaram células
gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto (fig. 25).

Uma lesdo apresentou grau nuclear 3 e grau histolégico III. Na periferia, o componente
epitelial desta lesdo assumiu uma morfologia micropapilar com invasao do estroma, émbolos

e metastases ganglionares micropapilares no momento da exérese.
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* Carcinomas metapldsicos

Este tipo histologico constituiu 13% da totalidade dos carcinomas analisados e
caracterizou-se pela presenca de um componente metaplasico superior a 10% da massa
neoplasica total. Foram observados 3 subtipos: 1) carcinomas com elementos heter6logos,
cartilagem mesenquimatosa e/ou diferenciada (n=4; 33%); 2) carcinomas com areas
epidermoides (n=6; 50%); 3) proliferagcdes de células fusiformes (n=2; 16,7%). Alguns
carcinomas evidenciaram co-existéncia de varios elementos metaplasicos (fig. 26). Todos os

carcinomas eram invasores e infiltravam frequentemente o musculo esquelético (n=8; 67%).

Em 4 lesdes o carcinoma invasor associou-se a carcinoma epidermoéide com extensao
variavel, que num tumor era superior a 90% da massa neoplasica total. O CDI, de morfologia
solida, mista ou menos frequentemente tubular, apresentava atipia citoldégica moderada, e o
componente epidermodide evidenciava atipia moderada a elevada e queratinizagdo frequente
(fig. 27). A maioria era ulcerada (n=3), de grau histoldgico III, com necrose extensa (n=3) e
mitoses frequentes. Eram todos invasores (2 com invasdo da camada muscular), com
permeagdo vascular. O infiltrado inflamatério era abundante (n=3), de tipo
linfoplasmocitario. Algumas lesdes apresentavam piogranulomas em reac¢do a presenca de
queratina.

Seis carcinomas apresentaram areas condrdides. Eram na sua maioria constituidos por
células pequenas, basofilicas, com elevado pleomorfismo celular e nuclear (4 eram de grau
nuclear 3), que segregavam mucinas acidas (5/6). Apresentavam areas de matriz mixéide ou
condréide mesenquimatosa a separar trabéculas ou células isoladas cuboides, fusiformes ou
estreladas (fig. 28). Mais raramente observaram-se focos de cartilagem bem diferenciada.
Uma lesdo evidenciou area de carcinoma fusiforme e epidermoide e, o carcinoma invasor
adoptava morfologia micropapilar. A maioria destas lesdes era de grau III (4/6) e estadio 3
(5/6).

Observaram-se ainda 2 carcinomas constituidos por células fusiformes pleomorficas, de
citoplasma claro ou acidofilo, dispostas em fasciculos; eram lesdes de grau histologico III,
grau nuclear 3, uma de estadio 2 e outra 3, de limites arredondados, circunscritos (fig. 29 e
30). Uma lesdo associou-se a CDIS e a outra apresentava focos de células poliédricas,
acidofilas, de citoplasma abundante, com pouca coesdo celular, e areas mixoides. As lesdes
invadiam o estroma mas nao se observaram focos de diferenciagdo epidermodide e/ou
émbolos linfaticos. Um tumor apresentava células gigantes multinucleada de tipo osteoclasto

e tumorais.
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* Carcinomas micropapilares invasores

Surgiram em gatas Europeu Comum (n=4; 50%) e Siamesas (n=4; 50%) de idade
avangada (média 12 anos; variando de 11 a 15 anos) e apresentaram em média 2,9 cm de
diametro (minimo 1 cm - maximo 7 cm).

A observagio microscopica apresentaram predominio de padrio micropapilar
caracterizado por pequenos agregados papilares avasculares (sem estroma conjuntivo) (fig.
31 e 32) mas, s6 um carcinoma era uma forma pura, com padrdo micropapilar em 90% da
massa tumoral. O niimero de padrdes morfologicos observados variou de 2 a 4.

Todas as lesdes eram de grau histologico III, grau nuclear 3 e apresentavam focos de
diferenciacdo epidermdide (n=8; 100%) e/ou apdcrina (n=6; 75%), invasdo do estroma (n=6;
75%) ou da camada muscular (n=2; 25%). Frequentemente observaram-se extensas areas de
necrose (n=7; 87,5%) e secre¢do de mucinas (n=7; 87,5%), ainda que pouco abundante.
Apenas 37,5% (n=3) eram ulceradas e 87,5% (n=7) dos casos encontravam-se em estadio 3.

A maioria dos carcinomas apresentava €mbolos (n=6; 75%) (fig. 33) e 2 (25%)
metastases ganglionares de padrao micropapilar. A abundancia do infiltrado inflamatorio foi
varidvel. Na periferia de 5 carcinomas observou-se CDIS de padrdo micropapilar puro ou

associado ao padrao sélido e/ou papilar.

1.1. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS DIFERENTES CARCINOMAS

Os carcinomas surgiram principalmente em gatas de raga Europeu Comum com idade
superior a 11 anos. A raga Siamesa foi a segunda mais afectada e evidenciou neoplasias em
idades mais precoces (8-11 anos). As gatas cruzadas desenvolveram carcinomas em média

aos 15,5 anos (quadro 8). Estas diferencas nao atingiram significado estatistico (p=0,20)

Quadro 8. Associacdo entre a raga e a idade das gatas com neoplasias malignas.

Idade (anos) Raca

(n=388) Europeu Comum Siamesa Persa Gatas cruzadas
<8 5(10,0) 5(15,6) 0(0,0) 0(0,0)
8-11 19 (38,0) 15 (46,9) 0(0,0) 0(0,0)
>11 26 (52,0) 12 (37,5) 2 (100,0) 4 (100,0)
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Fig. 9. Carcinoma papilar in situ. Estalao = 300 um.

D

Fig. 10. CDI-STE evidenciando 2 populagdes celulares, uma basofila,
outra acidofila. Estaldo = 120 um.
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Fig. 12. CDI-STE com abundante produgao de mucinas. Estaldo = 60 um.
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Fig. 13. CDI-STE com areas glomeruldides, micropapilares. Estaldo = 60
pm.

Fig. 14. CDI-STE de padréo solido e alto grau histologico. Estaldo = 30
pm.
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Fig. 16. CDI-STE de padrao tibulo-papilar. Estaldo = 30 um.
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Fig. 18. CDI-STE de alto grau histoldgico com areas de necrose de tipo
comedo. Estaldo = 300pm; Estaldo insert = 30 um.

Fig. 19. CDI-STE com éareas de diferenciacdo epidermoide. Estaldo = 60
pm.
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Fig. 20. CDI-STE de padrao solido com células de citoplasma clarificado

e presenca de células gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto.
Estaldo = 60 pm.
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Fig. 21. CEM com limites bem definidos e crescimento expansivo.
Estaldo =300 um.
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Fig. 22. CEM evidenciando areas tubulares e estroma escasso. Estaldo =
60 um.
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Figura 23. CEM de padrdo papilar invertido, apresentando abundante
populagdo fusiforme de natureza mioepitelial. Estaldo = 60 pm.
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Fig. 24. CEM evidenciando elevado niimero de células mioepiteliais de
citoplasma acidofilo, algumas em mitose. Estaldo = 30 um.
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Fig. 25. CEM apresentando corddes solidos, estroma escasso e células
gigantes multinucleadas. Estaldo = 30 pm.
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Fig. 26. Carcinoma metapldsico apresentando areas epidermoides e
condrdides mesenquimatosas. Estaldo = 300 um.

Fig. 27. Carcinoma metaplasico evidenciando ninhos de células
epidermoides invasoras e estroma desmoplasico. Estaldo = 60um.
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Fig. 28. Carcinoma metaplasico evidenciando areas de cartilagem
mesenquimatosa. Estaldao = 30 pm. Estaldo insert = 30 um.

Fig. 29. Carcinoma de células fusiformes de alto grau nuclear com
disposigao fascicular. Estaldo = 60 um.
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Fig. 31. Carcinoma micropapilar invasor de alto grau histologico e

nuclear. Os agregados celulares encontram-se em lacunas mimetizando
permeacdo linfatica. Estaldao = 60 pm. Estaldo insert =30 um.
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Fig. 32. Pequenos aglomerados papilares (micropapilas) sem estroma
conjuntivo. Estaldo = 60 pm.

Fig. 33. Embolos linfaticos de padrio micropapilar. Estalio = 120 pum.
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TIPO HISTOLOGICO E CRITERIOS CLINICO-PATOLOGICOS

Os varios tipos histologicos evidenciaram diferencas quanto aos critérios clinico-
patoldgicos, contudo, o teste Qui-quadrado foi sistematicamente ndo valido. Por conseguinte,

no quadro 9 apresentamos apenas as frequéncias absolutas e relativas.

Os CEMs surgiram maioritariamente em gatas de raca Siamesa, com menos de 8 anos,
enquanto os carcinomas metaplasicos e os CDI-STE afectaram principalmente gatas Europeu
Comum de idade superior a 11 anos. O carcinoma micropapilar distribuiu-se de forma
equitativa pelas racas Europeu Comum e Siamesa e ocorreu também em idades avancadas.
Também nas dimensdes se observaram diferengas: 62,5% (n=5) dos CEMs tinham menos de
2 cm de diametro, mas a maioria dos outros tipos histoldgicos era de dimensao superior.

A ulceragdo cutanea surgiu principalmente associada aos carcinomas metaplasicos
(n=8; 66,7%) e micropapilares (n=3; 37,5%). A maioria dos CEMs era de estadio 1 mas, a

maioria dos carcinomas micropapilares e metaplasicos era de estadio 3.

Com excepgao dos CEMs, na maioria dos tipos tumorais observaram-se extensos focos
de necrose. Quando analisdimos o grau histoldégico verificdmos que nos carcinomas
metaplasicos e micropapilares predominou o grau III, enquanto nos restantes tipos tumorais
predominou o grau II. Os carcinomas com maior atipia nuclear eram também metaplasicos
ou micropapilares.

A maioria dos CEMs apresentou crescimento expansivo e focos de micro-invasao
estromal mas, nos outros tipos histolégicos, predominou o crescimento infiltrativo, com
invasdo frequente. Salientou-se o carcinoma metaplasico com invasao da camada muscular
em 66,7% (n=8) dos casos. A permeagdo vascular foi comum nos carcinomas felinos com
excepcdo do CEM. Em relacdo a metastizacdo salientaram-se novamente os carcinomas
metaplasicos com as frequéncias mais elevadas (n=5; 41,7%) ¢ os CEM com as mais baixas

(n=1; 12,5%).

A diferenciagdo epidermdide foi comum em todos os tipos histologicos com excepc¢ao
do CEM. O infiltrado inflamatorio, de tipo linfoplasmdcitario, apresentou abundancia
variavel nos varios tipos histologicos e dentro dos tumores de cada tipo mas, foi menos

evidente nos CEMs.
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Quadro 9. Associacdo do tipo histologico com as variaveis clinico-patologicas.

CDI-STE CEM C metaplasico C micropapilar

Parametro n (%) n (%) n (%) n (%)
Raca

Europeu comum 38(58,5) 3(37,5) 7(58,3) 4 (50,0)

Siamés 23 (35,4) 4 (50,0) 3(25,0) 4 (50,0)

Persa 1(1,5) 0(0,0) 1(8,3) 0(0,0)

Cruzado 3 (4,6) 1(12,5) 1(8.3) 0(0,0)
Idade (anos) (n=88)

<8 6(9,7) 4 (50,0) 0(0,0) 0(0,0)

8-11 25 (40,3) 3(37,9) 2(20,0) 3(42,9)

>11 31 (50,0) 1(12,5) 8 (80,0) 4(57,1)
Tamanho (cm)

<2 23 (35,4) 5(62,5) 1(8.,3) 2 (25,0)

2-3 25 (38,5) 2 (25,0) 5(41,7) 3(37,5)

>3 17 (26,2) 1(12,5) 6 (50,0) 3(37.,5)
Multifocalidade (n=86)

Solitarias 11 (18,0) 2 (25,0) 3(30,0) 1(14,3)

Multiplas 50 (82,0) 6 (75,0) 7 (70,0) 6 (85,7)
Ulceracio

Ausente 48 (73,8) 7 (87,5) 4(33,3) 5(62,5)

Presente 17 (26,2 1(12,5) 8 (66,7) 3(37,5)
Necrose

Ausente 23,1 3(37,5) 0(0,0) 0(0,0)

Células isoladas 4(6,2) 2 (25,0) 1(8,3) 1(12,5)

Extensa 59 (90,7) 3(37,5) 11 (91,7) 7 (87,5)
Grau histolégico

Grau I 3 (4,6) 2 (25,0) 0(0,0) 0(0,0)

Grau II 36 (55,4) 5(62,5) 3(25,0) 0(0,0)

Grau I1I 26 (40.0) 1(12,5) 9(75,0) 8 (100,0)
Grau nuclear

Grau 2 28 (43,1) 5(62,5) 4(33,3) 2 (25,0)

Grau 3 37 (56,9) 3(37,5) 8 (66,7) 6 (75,0)
Estadio TNM

I 19 (29.,2) 6 (75,0) 1(8.,3) 1(12,5)

I 19 (29,2) 0(0,0) 4(33,3) 2 (25,0)

/v 27 (41,5) 2 (25,0) 7 (58,3) 5(62,5)
Invasio

Ausente 0(0,0) 1(12,5) 0(8,3) 0(0,0)

Estroma 42 (64,6) 7 (87,5) 4(33,3) 6 (75,0)

Muscular 23 (35,4) 0(0,0) 8(66,7) 2 (25.0)
Padrio de crescimento

Expansivo 20 (30,8) 6 (75,0) 3(25,0) 4 (50,0)

Infiltrativo 45 (69,2) 2 (25,0) 9(75,0) 4 (50,0)
Diferencia¢io epidermdide

Ausente 19 (29,2) 6 (75,0) 2 (16,7) 0(0,0)

Presente 46 (70,8) 2 (25,0) 10 (83.3) 8 (100,0)
Infiltrado inflamatério

Escasso 26 (40,0) 7 (87,5) 6(50,0) 3(37.5)

Moderado 20 (30,8) 1(12,5) 2 (16,7) 2 (25,0)

Abundante 19 (29,2) 0(0,0) 4(33,3) 3(37,5)
Permeacio vascular

Ausente 19 (29,2) 7 (87,5) 2 (16,7) 1(12,5)

Presente 46 (70,8) 1(12,5) 10 (83,3) 7 (87.5)
Metastases ganglionares (N)

NO 51(78,5) 7 (87,5) 7 (58.,3) 6 (75,0)

N1 14 (21,5) 1(12,5) 5(4L,7) 2 (25,0)
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Fig. 34. Dimensao dos carcinomas.
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Fig. 35. Grau histologico dos carcinomas.

INDICES DE PROLIFERACAO CELULAR E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

Os carcinomas apresentaram um valor mediano de células em mitose de 1,07%
(minimo 0,10 - maximo 4,56) e de células positivas ao antiganio Ki-67 de 38,54% (variando
entre 2,20 ¢ 77,70). Os indices de proliferagdo dos varios tipos histoldégicos encontram-se nas
figuras 36 e 37 e no quadro 1 do anexo II. Salientaram-se os CEMs e os carcinomas
metaplasicos como os menos e os mais proliferativos, respectivamente. O carcinoma papilar

in situ evidenciou indices mitotico (0,97%) e de Ki-67 (31,9%) relativamente altos.
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Fig. 36. Variagao do indice mitdtico nos varios  Fig. 37. Variagdo do indice de Ki-67 nos varios

tipos histologicos tipos histologicos.

- Associagao com os critérios clinico-patologicos

As associacdes dos indices mitotico e de Ki-67 com os critérios clinico-patologicos e
imuno-histoquimicos encontram-se expressas no quadro 2 do anexo II. Os indices mitotico e
de Ki-67 associaram-se com a idade (p=0,008 e p=0,025, respectivamente), o tamanho
(p=0,008 e p=0,025, respectivamente), o grau histolégico (p<0,0001 e p=0,001,
respectivamente; fig. 38 e 39), o estadio (p=0,002 e p<0,0001, respectivamente; figuras 3 e 4
do anexo II), a necrose (p=0,001 e p=0,007, respectivamente), o padrao de crescimento
(p=0,002 e p=0,009, respectivamente), a diferenciacdo epidermoide (p=0,025 e p=0,021,
respectivamente), a permeacdo vascular (p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente), a
metastizagdo ganglionar (p=0,012 e p=0,003, respectivamente), a expressio de MMPI
(p=0,003 e p=0,001, respectivamente) ¢ de VEGF (p=0,009 e p<0,0001, respectivamente;
figuras 5 e 6 do anexo II). O indice mitdtico associou-se ainda com o grau nuclear (p<0,0001;
figuras 1 do anexo II), a invasdo (p=0,006) e a expressdo de caderina E (p=0,006). Todos os
carcinomas de grau histolégico III, com mais de 3 cm, crescimento infiltrativo, permeacao

vascular e/ou estadio avangado, evidenciaram proliferagcdo celular alta (fig. 40).
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CARACTERIZACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Vimentina, panqueratina e marcadores de diferenciacdo mioepitelial (CK14, p63 e

calponina)

A extensao da imunorreactividade € relativa apenas ao componente epitelial; a

expressdao no componente mioepitelial foi apenas avaliada como ausente/presente.

Além da expressdo no estroma conjuntivo e vasos, foi observada imunorreactividade a
vimentina em 75% (n=70) dos carcinomas. A expressdo foi focal na maioria dos casos
(n=35; 37%) mas, 17% (n=16) dos carcinomas evidenciaram expressdo difusa. O carcinoma
metaplasico foi o tipo tumoral que apresentou com maior frequéncia expressdo difusa (n=4;
31%), enquanto a maioria dos CEMs foi negativa nas células luminais (n=5; 63%), apesar de
apresentar positividade constante nas células mioepiteliais. A expressao difusa ocorreu em
14% dos carcinomas de grau II e em 23% dos de grau III mas ndo foi observada em nenhum
carcinoma de grau I; ocorreu principalmente em carcinomas de grau nuclear 3. O carcinoma

papilar in situ evidenciou positividade focal nas células carcinomatosas.

A panqueratina foi utilizada exclusivamente para confirmar as caracteristicas epiteliais
dos carcinomas fusiformes, que evidenciaram positividade focal e ténue, no citoplasma das

células tumorais.

A positividade a CK14 nas células epiteliais foi observada em 71% (n=67) dos
carcinomas (fig. 42). Estas células ndo apresentaram imunorreactividade aos outros
marcadores mioepiteliais, confirmando-se o seu fenotipo luminal. Vinte e seis carcinomas
(28%), todos de grau II e III, evidenciaram positividade difusa de CK14. A maioria dos
carcinomas micropapilares invasores (n=4; 50%) e o componente luminal dos CEMs (n=5;
62,5%) foi negativo a CKl14; pelo contrdrio a maioria dos carcinomas metaplasicos
evidenciou expressdo difusa (n=6; 50%). O carcinoma papilar in situ apresentou positividade
focal nas células carcinomatosas.

Foi observada positividade a CK14 nos ninhos de invasdo de 64 carcinomas (69%) de
todos os tipos histologicos mas, com menor frequéncia no CEM, tendo sido observada apenas

num tumor. Os émbolos eram também frequentemente positivos.

O componente mioepitelial, quando presente, evidenciou positividade citoplasmatica a

CK14 e a calponina, e nuclear a proteina p63. Além da imunorreactividade do mioepitélio da
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mama ndo neoplasica, do carcinoma papilar in situ, ¢ dos CEMs, observou-se populagdo
mioepitelial remanescente ou hiperplasica em 15 (23%) dos CDI-STE; em 4 casos esta
populacdo era numerosa e rodeava ninhos sélidos, estruturas tubulares e papilares mas, nas
areas de invasdo, era substituida por células basais, positivas a CK14 e p63 mas negativas a
calponina. A imunorreactividade dos CEM e dos carcinomas metaplasicos a vimentina ¢ aos

marcadores do fenotipo mioepitelial encontra-se resumida nos quadros 10 e 11 (fig. 41 a 47).

A calponina permitiu ainda evidenciar a existéncia de miofibroblastos estromais em
89% (n=66) dos carcinomas. Estas células eram positivas a calponina mas negativas a CK14
e p63. Em 43% (n=32) dos casos observou-se ainda imunorreactividade ténue a calponina no
citoplasma das células neoplasicas luminais. As dareas de cartilagem mesenquimatosa
apresentaram expressao ténue de calponina e de proteina p63 (fig. 48).

O mioepitélio do carcinoma papilar in situ apresentou positividade a vimentina ¢ a
todos os marcadores mioepiteliais; observou-se ainda imunorreactividade focal das células

luminais a vimentina e a CK14.

Quadro 10. Imuno-expressdo de vimentina e de marcadores de diferenciagdo
basal/mioepitelial nos CEMs.

Caso n’ CEM Vimentina CK14 p63 Calponina
1 Epitélio luminal + - K B
Células basais/mioepiteliais +++ +++ + +
2 Epitélio luminal - - - -
Células basais/mioepiteliais -+ e +/- +
3 Epitélio luminal - - - -
Células basais/mioepiteliais +++ ++ + +
4 Epitélio luminal - +++ - -
Células basais/mioepiteliais +++ ++ + +
5 Epitélio luminal ++ - i -
Células basais/mioepiteliais +++ +H+ + +
6 Epitélio luminal - - - -
Células basais/mioepiteliais -+ e +/- +
7 Epitélio luminal + - - -
Células basais/mioepiteliais +++ +H+ + +
8 Epitélio luminal - +++ - -
Células basais/mioepiteliais +++ +++ + +

(*Alteragdo fibroquistica adjacente e areas focais do tumor com positividade citoplasmatica de p63 nas células
luminais).
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Quadro 11. Imuno-expressdo de vimentina ¢ de marcadores de diferenciagdo mioepitelial nos
carcinomas metaplasicos.

Caso n® Elemento metaplisico Vimentina CK14 p63 Calponina

1 Condroide com areas epidermoides e

fusiformes +++ + + M/CE
2 Condroide com areas epidermoides + ++ + C/MF
3 Condréide com areas epidermoide +++ +++ + C/M/MF
4 Carcinoma fusiforme +++ - + C/MF
5 Carcinoma epidermdide + +++ + C/MF
6 Condroéide com areas epidermoéides ++ + + C/MF
7 Carcinoma fusiforme +++ + + M/CGM
8 Condréide com areas mixoides e

epidermoide + +++ + C/M/MFE
9 Condroide com areas epidermoides + + - MF
10 Carcinoma epidermoide + +++ + C/MF
11 Carcinoma epidermoide + +++ + MF
12 Carcinoma epidermoide + +++ + C/MF

(C: carcinoma; CE: carcinoma epiderméide; M: mioepitélio; MF: miofibroblastos; CGM: células gigantes multinucleadas)

Caderina E e f-catenina

A mama ndo neoplasica adjacente aos carcinomas e a epiderme constituiram um bom
controlo interno de positividade, permitindo avaliar a intensidade da imuno-expressao destas
moléculas de adesdo. A positividade era restrita as jungdes intercelulares das células

epiteliais mas, observou-se também imunorreactividade no endotélio vascular.

A expressao de Caderina E variou com o tumor e dentro da mesma lesdo; foi heterogénea,
de intensidade fraca a forte (fig. 49), sendo comum observar-se expressdo aberrante, no
citoplasma. O mesmo se verificou com a B-catenina, onde se observou também expressao
aberrante no nucleo (fig. 50). Em 9% (n=7) dos casos para a Caderina E e em 3% (n=2) para a
B-Catenina observou-se predominio de marcagdo aberrante. O padrdao de imuno-expressao das

2 moléculas est4 sumariado no quadro 12.
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Fig. 41. CDI-STE evidenciando imunopositividade a CK14. Estaldo = 60
pm.

Fig. 42. CEM evidenciando tiibulos e corddes celulares rodeados por
mioepitélio (= ) e células gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto.
Estaldao =30 pm.
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Fig. 43. CEM evidenciando limite expansivo e extensa positividade a CK14.
Estaldao = 300 um. Estaldo insert = 60 um.

Fig. 44. CEM evidenciando intensa positividade a calponina. Estaldao =
120 pm.
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Fig. 45. CEM evidenciando positividade basal/mioepitelial a proteina
p63. Estaldo = 30 um.

Fig. 46. Carcinoma de células fusiformes evidenciando positividade a
calponina. Estaldo = 60um. Insert evidencia positividade de algumas
células a proteina p63. Estaldo insert = 20 pm.
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Fig. 47. Carcinoma de células fusiformes apresentando forte positividade
a vimentina. Estaldo = 50 pm.
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Fig. 48. Carcinoma metaplasico apresentando células positivas a proteina
p63 no componente epitelial, na cartilagem e no estroma. Estaldo = 30 um.
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Fig. 49. CDI-STE apresentando diminuicdo da expressdo de caderina E
relativamente ao tecido ndo neoplasico. Estaldo = 20 pm.

Fig. 50. CDI-STE evidenciando expressao diminuida e aberrante de f-
catenina. Estaldo = 30 pm.
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Fig. 51. Expressdo de B-catenina num carcinoma metaplasico. Estaldo =
30 pm.
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Fig. 52. CDI-STE evidenciando extensa imunorreactividade a MMPI.
Estaldao = 60 pm.
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Fig. 53. CDI-STE evidenciando extensa imunorreactividade a MMP2.
Estaldao = 60 pm.

Fig. 54. CDI-STE evidenciando extensa imunorreactividade de TIMP1.
Estaldao = 60 pm.
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Fig. 55. CDI-STE evidenciando extensa imunorreactividade ao VEGF
Estaldao = 60 pm.

Fig. 56. Carcinoma evidenciando areas de expressdo de HER-2/neu com
intensidade forte (2+) Estaldo = 30 pm.
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Quadro 12. Imuno-expressao de Caderina E e B-catenina.

Fenétipo Expressio
Imuno-expressio Reduzido n (%) Preservado n (%) Membranar Aberrante
<25% 25-75% >75 n (%) n (%)
Caderina E 12 (12,9) 55 (59,1) 26 (28,0) 18 (19,4) 75 (80,6)
p-Catenina 8 (8,6) 56 (60,2) 29 (31,2) 51(54,8) 42 (45,2)

As associagoes entre o padrdo de expressdo (fendtipo) de Caderina E e B-catenina, e os

critérios clinico-patoldgicas estdo presentes no quadro 13.

Apenas vinte e seis carcinomas (28,0%) evidenciaram fenotipo preservado de Caderina
E. O padrdo de imuno-expressao de caderina E associou-se com o grau histologico (p=0,002)
observando-se um aumento significativo do nimero de carcinomas com fen6tipo reduzido do
grau II (n=24; 54,5%) para o grau III (n=39; 88,6%). Observaram-se também associagdes
com a extensdo da invasdo. Em relacdo ao tipo histologico, observou-se a tendéncia dos
CEMs apresentarem fenotipo preservado (62,5%; 5/8) enquanto os outros tipos histologicos
evidenciaram fenotipo reduzido; salientaram-se os carcinomas metaplasico e micropapilar
com expressdo diminuida em 91,7% (11/12) e 75% (6/8) dos casos, respectivamente, e com
extensa marcag¢ao aberrante.

Observou-se ainda a tendéncia do aparecimento do fenotipo diminuido com o aumento
do tamanho da neoplasia e do estadio, em particular do estadio 1 para o 2. A maioria dos

carcinomas com émbolos e/ou metéstases evidenciava fenotipo diminuido.

Relativamente a B-Catenina 29 carcinomas (31,2%) evidenciaram fenotipo preservado.
Quando compardmos o padrdo de imuno-expressdo com o tipo histoldgico, verificamos
novamente uma maior frequéncia de fendtipo preservado nos CEMs (75%; 6/8) (p=0,03).
Observamos também tendéncia ao aumento do fenotipo diminuido com o aumento do grau
histolégico, do tamanho e da extensao da invasao.

O carcinoma papilar in situ evidenciou fendtipo preservado de ambas as moléculas de

adesdo, apesar de apresentar expressao citoplasmatica aberrante
O padrao de imuno-expressao de caderina E estava correlacionado com o padrao de

expressdo da B-Catenina (p<0,0001) (quadro 14). Dos 64 carcinomas com fenétipo reduzido

de B-Catenina, 56 também evidenciavam fenotipo reduzido de Caderina E.
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Quadro 13. Associacdo do fendtipo reduzido e preservado de Caderina E e B-catenina e da relagdo Caderina E/ -
Catenina com os citérios clinico-patologicos classicos.

Caderina E p-Catenina Caderina E/ p-Catenina
Diminuido Preservado Diminuido Preservado Diminuido Preservado
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Tipo histolégico
CDI-STE 47 (70,1) 18 (62,9) 47 (73,4) 18 (62,1) 55(73,3) 10 (55,6)
CEM 3(4,5) 5(19,2) 2 (3,1 6(20,7) 3(4,0) 5(27,8)
C. metaplasico 11(16,2) 1(3,8) 10 (15,6) 2(6,9) 11 (14,7) 1(5,9)
C. micropapilar 6(9,0) 2(7,7) 5(7,8) 3(10,3) 6 (8,0) 2 (11,1
p=0,07 p=0,03 p=0,01
Tamanho (cm)
<2 18 (26,9) 13 (50,0) 18 (28,12) 13 (44,8) 23 (30,7) 8 (44,4)
2-3 26 (38,8) 9 (34,6) 23 (35,9) 12 (41,4) 29 (38,7) 6(33,3)
>3 23 (34,3) 4(15,4) 23 (35,9) 4 (13,8) 23(30,7) 4(22,2)
p=0,07 p=0,07 p=0,52
Grau histologico
Grau I 4(6,0) 1(3,8) 3(4,7) 2(6,9) 4(5,3) 1(5,6)
Grau II 24 (35,8) 20 (76,9) 28 (43,8) 16 (55,2) 31(41,38) 13 (72,2)
Grau 111 39 (58,2) 5(19,2) 33 (51,6) 11 (37,9) 40 (53,3) 4(22,2)
p=0,002 p=0,47 p=0,05
Grau nuclear
Grau 2 24 (35,8) 15 (55,7) 23 (35,9) 16 (55,2) 28 (37,5) 11 (61,1)
Grau 3 43 (64,2) 11(42,3) 41 (64,1) 13 (44.,8) 47 (62,7) 7 (38,9)
p=0,065 p=0,12 p=0,11
Estadio
1 16 (23,9) 11(42,3) 16 (25,0) 11(37,9) 21 (28,0) 6 (33,3)
I 20 (29,9) 5(19,2) 18 (28,1) 7(24,1) 22 (29,3) 3(16,7)
/v 31 (46,3) 10 (38,5) 30 (46,9) 11 (37,9) 32 (42,7) 9 (50,0)
p=0,20 p=0,44 p=0,55
Invasio
Ausente 0(0,0) 1(3,8) 0(0,0) 1(3.4) 0(0,0) 1(5,6)
Estroma 39 (58,2) 20 (76,9) 38 (59.4) 21(72,4) 44 (58,7) 15 (83,3)
Muscular 28 (41,8) 5(19,2) 26 (40,6) 7(24,1) 31(41,3) 2 (11,1)
p=0,04 p=0,12 p=0,01
Permeacio vascular
Ausente 20 (29,9) 9 (34,6) 19 (29,7) 10 (34,5) 24 (32,0) 5(27,8)
Presente 47 (70,1) 17 (65,4) 45 (70,3) 19 (65,5) 51 (68,0) 13 (72,2)
p=0,80 p=0,64 p=1,00
Metastase ganglionares
™)
NO 52 (77,6) 19 (73,1) 50 (78,1) 21(72,4) 59 (78,7) 12 (66,7)
N1 15(22,4) 7 (26,9) 14 (21,9) 8(27,6) 16 (21,3) 6(33,3)
p=0,79 p=0,60 p=0,36

Quadro 14. Correlag@o do padrao de expressdo de Caderina E e B-Catenina.
B-Catenina n (%)

n Diminuida Preservada p
Caderina E
Preservada 26 8 (12,3 18 (62,1) <0,0001
Diminuida 67 56 (83,6) 11(37,9)
Total 93 64 29

Analisamos também a expressao de Caderina E e B-Catenina em simultaneo. O fendtipo
preservado Caderina E/ -Catenina inclui os casos em que ambas as proteinas evidenciavam
expressdo preservada, o que ocorreu em apenas 19% dos carcinomas invasores. O fenotipo

era reduzido quando pelo menos uma das proteinas tinha expressao reduzida.
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- Associacao com os critérios clinico-patologicos

A relagdo Caderina E/B-catenina associou-se com o tipo histologico (p=0,01): 62,5 %
(5/8) dos CEMs evidenciam fendtipo preservado de ambas as moléculas, enquanto 15,4%
(10/65) dos CDI-STE, 8,3% (1/12) dos carcinomas metaplasicos e 25% (2/8) dos
micropapilares evidenciaram fenotipo reduzido. Observamos também diminuicao do fenotipo
preservado com aumento do grau histologico (em particular no grau II) (p=0,05), do
tamanho da lesdo e da extensdo da invasdo (p=0,01). A maioria dos carcinomas com invasao
da camada muscular (94%; 31/33), com permeagao vascular (80%; 51/64) e com metastases

ganglionares (73%; 16/22) evidenciou fenotipo reduzido.

Metaloproteinase da matriz 1 (MMP1), MMP2 e inibidor das metaloproteinases da
matriz 1 (TIMPI)

A maioria dos carcinomas apresentou imunopositividade difusa as duas
metaloproteinases, de intensidade moderada a forte. Além da positividade nas células
neoplasicas, observou-se marcacdo em CGM, fibroblastos, émbolos e metastases. A
imunorreactividade era mais intensa nos ninhos invasores € menos intensa na mama nao
neoplésica. Os carcinomas metaplasicos apresentaram positividade nas areas fusiformes,
condroides e epidermoides e, nos CEMs observou-se expressao nas células mioepiteliais.

Foi observada sobre-expressao de MMP1 em 71% (n=67) dos carcinomas (fig 53) e de
MMP2 em 79% (n=79) (fig 54). A maioria dos carcinomas evidenciou sobre-expressdao das
duas metaloproteinases, com excepcdo dos CEMs que evidenciaram expressao aumentada de
MMP2 mas baixa de MMP1. Salientaram-se os carcinomas micropapilares invasores com
sobre-expressao de MMP1 e de MMP2 na totalidade da série.

Em relagdo ao TIMP1, 47% (n=44) dos carcinomas exibiram sobre-expressdo, que foi
mais frequente em carcinomas metaplasicos e micropapilares e menos frequente nos CEMs. O
carcinoma papilar in situ evidenciou expressdo elevada de MMP1, mas baixa de MMP2 ¢

TIMP.

- Associagao com os critérios clinico-patologicos

As associacoes de MMP1, MMP2 e¢ TIMP1 com os critérios clinico-patologicos ¢
imuno-histoquimicos encontram-se nos quadros 1 e 2 do anexo III.

A sobre-expressaio de MMP1 associou-se com a ulceracdo (p=0,0047) e o grau

histologico (p=0,004), observando-se um aumento progressivo da expressao de MMP1 dos

71



Resultados

carcinomas grau [ (1/5; 20%), para os de grau Il (28/44; 64%) e 111 (37/44; 84%). A sobre-
expressdo ocorreu principalmente em carcinomas de grau nuclear 3 (p=0,01), com necrose
extensa (p=0,03) mas ndo se associou com o estadio nem com a invasdo. Observaram-se
ainda fortes associagdes estatisticas com a permeacdo vascular (p<0,0001), a diferenciacao
epidermoide (p=0,002), e com os indices mitotico (p=0,004) e de Ki-67 (p=0,001). Apesar de
ndo significativo verificAmos ainda que a maioria dos carcinomas com invasdo da camada
muscular (25/33) ou com metastizacdo ganglionar (18/22) apresentou expressdo alta de
MMP1.

A expressao de MMP2 associou-se de forma significativa com a permeagdo vascular
(p=0,04), a diferenciacdo epidermodide (p=0,01), o indice de VEGF (p=0,019) ¢ de TIMP
(p=0,03). A sobre-expressao de MMP2 foi mais evidente nos tumores de grau e estadio
elevados. A sobre-expressdo de TIMP1 relacionou-se de forma significativa com a
abundancia do infiltrado inflamatério (p=0,008) e com a expressao de MMP2 (p=0,004) e
VEGF (p=0,03).

VEGF

A expressdo de VEGF ocorreu no citoplasma das células sob a forma granular e/ou
difusa. Observou-se imunorreactividade nas células epiteliais luminais nao neoplasicas e
neoplasicas, em fibroblastos estromais, células endoteliais e células inflamatorias,
particularmente em macrofagos. As células invasoras, émbolos vasculares e as metastases
foram também positivas. A maioria dos carcinomas evidenciou indice de VEGF alto,
observando-se um aumento da expressdao em células invasoras e na proximidade das areas de
necrose. Salientaram-se os CEMs com os indices de VEGF mais baixos (n=5; 62,5%), ¢ os
carcinomas metaplasicos, com indice alto na totalidade da série (p=0,01) (Fig. 57). O

carcinoma papilar in situ apresentou também indice de VEGF alto.

- Associacdo com os critérios clinico-patologicos

As associagdes do VEGF e os critérios clinico-patoldgicos encontram-se nos quadros 3
e 4 do anexo III.

O indice de VEGF associou-se com o grau histolégico (p=0,001), o grau nuclear
(p=0,02), o estadio (p=0,001), o indice mitotico (p=0,009) e de Ki-67 (p<0,0001), a

diferenciagdo epidermoéide (p=0,01), a permeacdo vascular (p=0,001), a metastizacdo
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ganglionar (p=0,003), os indices de MMP2 (p=0,019) e TIMP1 (p=0,04). A expressao alta de

VEGF ocorreu principalmente em carcinomas infiltrativos.

\
% 100%- OVEGF>3

80% 1 BVEGF<=3

60%-
40%-

20%-

0% ‘ ‘ ‘
CDI-STE CEM C. metaplasico C. micropapilar

Tipo Histolégico

Fig. 57. Indice de VEGF nos varios tipos histologicos (p=0,01).

HER-2/neu

Dezassete carcinomas foram positivos ao HER-2/neu. A positividade membranar foi
observada de forma focal e pouco extensa (fig. 56), com predominio da expressdo no

citoplasma das células neoplasicas (61/94), que ¢é considerada negativa (quadro 15).

Quadro 15. Associagdo da expressdo de HER-2/neu com o tipo histologico (p=0,05).

HER-2 negativo HER-2 positivo

Tipo histologico Citoplasma 1+ 2+ 3+

Carcinoma papilar in situ 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
CDI-STE 42 (64,6) 11(16,9) 12 (18,2) 0(0,0)
CEM 7 (87,5) 1(12,5) 0(0,0) 0(0,0)
C. metaplasico 9(75,0) 2(16,7) 0(0,0) 1(8,3)
C. micropapilar 2(25,0) 2(25,0) 4 (50,0) 0(0,0)
Total 61 (65,0) 16 (17,0) 16 (17,0 1(1,0)

O carcinoma micropapilar foi o tipo histolégico mais frequentemente positivo ao HER-
2 e salienta-se ainda a baixa positividade dos carcinomas metapléasicos; todos os CEMs foram

negativos.
Associacdo com os critérios clinico-patolégicos

As associagOes da expressdao de HER-2/neu e os critérios analisados encontram-se nos

quadros 16 e 17.

73



Resultados

Quadro 16. Associagdo da expressdo de HER-2/neu e as variaveis clinico-
patoldgicas e imuno-histoquimicas.

HER-2/neu
Negativo Positivo p
Parametro n (%) n (%)
Tamanho (cm)
<2 25(32,9) 6(35,3) 0,86
2-3 28 (36,8) 7(41,2)
>3 23 (30,3) 4(23,5)
Ulceracio
Ausente 52 (68,4) 12 (70,6) 1,00
Presente 24 (31,6) 5(29,4)
Necrose
Ausente 4(5,3) 1(5,9) 0,90
Células isoladas 7(9,2) 1(5,9)
Extensa 65 (85,5) 15 (88,2)
Grau histologico
Grau I 5(6,6) 0(0,0) 0.40
Grau II 37 (48,7) 7(41,2)
Grau 1T 34 (44,7) 10 (58,8)
Grau nuclear
Grau 2 33 (43,4) 6(35,3) 0,60
Grau 3 43 (56,6) 11 (64,7)
Estadio
I 25(32,9) 2(11,8) 0,20
I 19 (25,0) 6 (35,3)
/v 32 (42,1) 9(52,9)
Invasdo
Ausente 1(1,3) 0(0,0) 0,45
Estroma 46 (60,5) 13 (76,5)
Muscular 29 (38,2) 4(23,5)
Padrao de crescimento
Expansivo 26 (34,2) 7 (41,2) 0,60
Infiltrativo 50 (65,8) 10 (58,8)
Permeacio vascular
Ausente 26 (34,2) 3(17,6) 0,25
Presente 50 (65,8) 14 (83,4)
Metastizaciio ganglionar (N)
NO 59 (717,6) 12 (70,6) 0,50
N1 17 (22,4) 5(29,4)
Caderina E
Preservada 20 (26,3) 6(35,3) 0,55
Diminuida 56 (73,7) 11 (64,7)
p-catenina
Preservada 23 (30,3) 6(35,3) 0,77
Diminuida 53 (69,7) 11 (64,7)
MMP1
Baixo 24 (31,6) 3(17,6) 0,37
Alto 52 (68,4) 14 (82,4)
MMP2
Baixo 10 (13,2) 2(11,8) 1,00
Alto 66 (86,8) 15 (88,2)
TIMP1
Baixo 39 (51,3) 10 (55,8) 0,60
Alto 37 (48,7) 7(41,2)
VEGF
<3 18 (23,7) 2(11,8) 0,35
>3 58 (76,3) 15 (88,2)
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A expressao de HER-2 ndo se associou de forma significativa com nenhum dos
parametros analisados. Contudo, verifica-se uma clara tendéncia dos carcinomas HER-2
positivos a apresentarem necrose extensa, grau nuclear 3, diferenciacdo epidermoide,
permeacao vascular e estadio avancado. Estes tumores também evidenciaram com frequéncia
fenotipo diminuido e aberrante de Caderina E e PB-Catenina, e sobre-expressio de MMPI,
MMP2 e VEGF.

O indice de Ki-67 dos carcinomas positivos ao HER-2/neu sugere que estes sdo mais

proliferativos.

Quadro 17: Associagdo da expressdo de HER-2/neu e os indices de proliferacao.

HER-2/neu
Negativo Positivo p

Parimetro n (%) n (%)
Indice mitético

Mediana 1,09 1,05 0,78

Minimo-Maximo 0,1-4,56 0,29-3.69
indice Ki-67

Mediana 36,45 46,70 0,13

Minimo-Maximo 2,2-76,6 19,4-77,7

Receptores de Estrogénio e Progesterona

Foram efectuados estudos dos receptores hormonais utilizando varios anticorpos e
varias técnicas (tratamento térmico com microondas, com panela de pressdo, tratamento
enzimatico, incubacdo durante a noite a varias temperaturas 4°C, 18°C e 26°C). Mas, apesar
de alguns anticorpos apresentarem imunorreactividade em tecido de canideo, nos felinos os
resultados ndo foram constantes nem consistentes, quer na mama, quer no utero (usado como

controlo positivo de espécie), razao pela qual ndo se apresentam quaisquer resultados.
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1.2. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE CARCINOMAS COM (N;) E SEM
ENVOLVIMENTO GANGLIONAR (Ny)

No quadro 1 e 2 doanexo IV encontram-se sumariadas as associagdes entre carcinomas
No e Nj e os critérios clinico-patologicos e imuno-histoquimicos. Da sua andalise verificamos
que as metastases surgiram principalmente em gatas de idade avancada (p=0,008), com
carcinomas de grau histolégico e nuclear altos, estadio avancado (p<0,0001), indices
mitotico e de Ki-67 altos (p=0,012 ¢ p=0,003, respectivamente) (fig. 58 e 59), expressdo
aberrante das moléculas de adesdo e sobre-expressio de MMPI1, MMP2 e¢ de VEGF

(p=0,003) (fig. 60).

p=0,012

indice mitético (%)

indice Ki-67 (%)

NO N1

Envolvimento ganglionar

Fig. 58. Comparagdo do indice mitético dos

carcinomas Ny e N;.
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Fig. 60. Expressdo de VEGF em carcinomas Ny e N;.
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1.3. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS CARCINOMAS E AS SUAS
METASTASES

Como referido previamente, na altura da exérese 22 (23%) carcinomas evidenciavam
metastases nos ganglios linfaticos regionais. Estas apresentaram em média 1,1 cm de
diametro (minimo 0,4 cm; maximo 2,5 cm) e mantiveram, na maioria dos casos, o padrao
arquitectural do tumor primario. Contudo, como referido para os tumores primarios,
observou-se frequentemente a coexisténcia de varios padrdes arquitecturais. Os padrdes mais
frequentes foram o sélido e padrdes relacionados, como o cribriforme e o micropapilar, e os

menos observados foram o papilar (1/22) e o tubular (2/22) e sempre em extensao limitada.

A maioria dos tumores metastasicos era CDI-STE (n=14). Contudo, quando avaliamos
o valor percentual dentro de cada tipo histologico verificamos que 41,7% dos carcinomas
metaplasicos (5/12) e 25% dos micropapilares (2/6) apresentavam metastases ganglionares
mas, apenas 12,5% dos CEM tinham metastizado (1/8). A maioria dos carcinomas era de
grau histologico III (n=14; 64%) e de grau nuclear 3 (n=15; 68%).

As metéstases mantiveram, maioritariamente, o grau nuclear do tumor primario mas, 6
casos (27%) evidenciaram aumento da atipia nuclear e, um caso (4,5%) apresentou grau

nuclear inferior. O grau nuclear 3 foi observado em 91% (n=20) das metéstases analisadas.

INDICES DE PROLIFERACAO CELULAR E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

A semelhanca dos tumores primarios, as metastases apresentaram indices de
proliferacdo elevados, ndo se observando diferencas significativas, como se verifica no

quadro 18.

Quadro 18. Comparagéo dos indices de proliferagdo de tumores primarios e secundarios.

indice mitético indice de Ki-67
Tumor primario Metastase Tumor primario Metastase
Mediana 1,43 1,40 50,03 54,30
Minimo-Maximo 0,57-3,75 0,27-2,96 27,30-77,70 17,90-83,80
p 0,80 0,70
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EXPRESSAO DOS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

As associacdes das varidveis clinico-patologicas e imuno-histoquimicas entre os

tumores primarios € as metastases encontram-se expressas nos quadros 1 € 2 no anexo V.

Vimentina e CK14

Em 82% (n=18) dos tumores primdrios observou-se expressdo de vimentina, que foi
difusa em 18,2% (n=4) dos casos. As metéstases evidenciaram diminui¢do do niimero de
casos positivos (n=15; 68%), em particular dos casos com expressao difusa (n=3; 13,6%).
Relativamente a CK14, ocorreu expressdo em 77% (n=17) dos tumores primarios, que foi
difusa em 23% (n=5) dos casos. O nimero de metastases com expressao diminuiu (n=13;

59%) mas aumentaram os casos com positividade difusa (n=7; 32%)).

Caderina E e Beta Catenina

A maioria (n=15; 68,2%) dos tumores primarios e das metastases (n=14; 63,6%)
evidenciou fenotipo diminuido de Caderina E. Em relacdo a B-catenina observou-se um
aumento do numero de casos com fendtipo diminuido nas metastases (n=16; 72,7%),
relativamente ao tumor primario (n=14; 63,6%). Contudo, a relacdo entre a expressdo de
Caderina E e B-catenina foi mantida (p<0,0001): a maioria dos casos com diminuicdo da
expressdo de Caderina E também evidenciou diminui¢do de B-catenina (quadro 2 do anexo
IV). Quando comparamos a expressao das duas moléculas em simultaneo, verificAmos que
apenas uma pequena fraccdo de carcinomas primarios e das metdstases evidenciavam

fenotipo preservado de Caderina E/ B-catenina.

MMPI1, MMP2 e TIMP e VEGF
A maioria dos tumores primarios ¢ das metastases evidenciou indices altos destes

marcadores.

HER-2/neu

Apenas 5 dos carcinomas metastasicos evidenciaram positividade ao HER-2: quatro
eram CDI-STE, e um era micropapilar invasor.

Apenas 3 metastases eram HER-2/neu positivas: 2 tiveram origem em tumores

primarios positivos € a terceira, teve origem num carcinoma negativo.
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2. OUTRAS PROLIFERACOES E LESOES MAMARIAS OBSERVADAS

2.1 ALTERACOES PROLIFERATIVAS NAO NEOPLASICAS

Estas alteragdes corresponderam a 18% (n=23) dos casos em estudo.

Alteragdo fibroquistica (AFQ)

Estas alteragdes fibroquisticas corresponderam a 5% (n=6) da totalidade da série
avaliada. A observagdo macroscopica eram massas multinodulares, de aspecto esponjoso,
constituidas por cavidades quisticas, de dimensdes varidveis e parede fina, contendo fluido
seroso ou gelatinoso, ou massas esbranquigadas, solidas e firmes de aspecto lobulado.

Ao exame microscopico caracterizaram-se por proliferacdo de acinos e/ou ductos
ectasiados (fig. 61), constituidos por epitélio luminal e mioepitélio sem atipia citologica. As
células acinares apresentavam vacuolos citoplasmaticos, um aspecto idéntico ao observado
na mama em lactacdo; era ainda comum a presenca de secrecao lactea nos acinos e tiibulos.

As Alteragdes fibroquisticas foram observadas frequentemente na periferia das

neoplasias, em particular dos carcinomas.

Alteracgdo fibroadenomatosa total (AFT)

Estas alteragdes (n=17) corresponderam a 13% da totalidade das massas mamadrias
analisadas e caracterizaram-se pelo seu desenvolvimento rapido, em uma semana a um més,
e por afectarem uma ou varias mamas em simultaneo, atingindo grandes dimensodes. O
tamanho médio foi de 5 cm (variando de 1,5 cm a 18 cm). A idade de aparecimento variou
entre os 10 meses e os 10 anos mas, 53% das gatas (n=9), tinham idade igual ou inferior a 3
anos (fig. 62). Em 9 gatas obtivemos informa¢do acerca da realizagdo de tratamentos
contraceptivos: a maioria destas gatas (n=6) tinha sido tratada e, uma das alteragdes surgiu
numa gata de 10 meses, dois meses ap6s a primeira administragao de progestagéneos.

A observagdo macroscopica eram lesdes circunscritas mas ndo capsuladas, solidas, de
consisténcia branda, por vezes gelatinosa (fig. 63). Na superficie de corte apresentavam
pequenas areas esbranquicadas rodeadas por tecidos gelatinosos. Por vezes observaram-se
fendas similares as dos fibroadenomas. A observagio microscopica eram proliferacdes
fibroepiteliais similares aos fibroadenomas. Consistiam na proliferagdo de ductos, estruturas

pseudo-acinosas ou quisticas, rodeadas por abundante estroma laxo, mixoide, e envolvidas
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por tecido conjuntivo interlobular mais fibroso (fig. 64). O componente luminal, constituido
por 2 ou 3 assentadas de células colunares com relagdo nucleo-citoplasma aumentado e
mitoses frequentes, apresentava frequentemente diferenciacio apocrina (n=6) e era envolvido
por células mioepiteliais, fusiformes ou cubicas. O estroma intralobular era rico em mucinas
acidas e apresentava fibroblastos fusiformes, piramidais ou estrelados com mitoses
frequentes. O tecido conjuntivo interlobular era denso, com fibroblastos em repouso.

A ulceracdo e a necrose foram raras. O infiltrado inflamatorio era escasso e de tipo
linfoplasmocitario. A mama adjacente, sempre que representada (n=15; 88%) apresentava

alteragdo fibroquistica.

2.2. NEOPLASIAS BENIGNAS

Constituiram 10% (n=13) da totalidade da série em estudo e afectaram principalmente
gatas de raca Europeu Comum de meia-idade (média 7,6 anos, variando entre os 3 e os 14
anos). O tamanho variou entre 0,4 e 11 cm mas, 54% das lesdes (n=7) apresentaram
dimensdo inferior a 1 cm. Nove lesdes (75%) eram multiplas e surgiram preferencialmente
nas mamas abdominais da cadeia esquerda. Doze lesdes (92%) apresentaram na mama

adjacente alteragdo fibroquistica, frequentemente com vacuolizacao das células acinares.

Adenoma tubular

Surgiram em gatas de raga Europeu Comum (n=1) e Siamesa (n=2), duas jovens (4 ¢ 5
anos) ¢ sem historia de tratamentos contraceptivos, ¢ numa gata de 14 anos submetida a
tratamentos contraceptivos regulares. Duas encontravam-se na periferia de carcinomas.

A observagio macroscopica eram nodulos firmes, circunscritos, de pequenas dimensdes
(minimo 0,55 cm; maximo 2,1 cm). Ao exame microscOpico caracterizaram-se por
proliferacdo de tubulos uniformes (fig. 66) revestidos por células epiteliais monomorficas e
rodeados por mioepitélio. O padrao de crescimento era expansivo e as mitoses raras. O

estroma, escasso, apresentava infiltrado inflamatério escasso, de tipo linfoplasmocitario.

Adenoma epitelial-mioepitelial (adenoma complexo)

Estas 2 lesdes surgiram em gatas de raga Europeu Comum, idosas (9 e 10 anos); eram
noédulos pequenos (0,4 cm e 0,85 cm), firmes, bem delimitados, de cor esbranquicada. Um

adenoma surgiu na periferia de um carcinoma.
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O epitélio luminal era constituido por células basofilas, cubicas, que adoptavam
disposi¢do tubular (fig. 67). A envolver as células luminais observavam-se multiplas
camadas de mioepitélio (fig. 68) que, ocasionalmente, apresentavam mitoses. Um adenoma

apresentou esclerose central, necrose e focos de calcificacao.

Papiloma

Surgiu numa gata Europeu Comum na periferia de um carcinoma e caracterizou-se por
proliferacao intraductal de papiloma invertido (fig. 69). Era constituido por células luminais
monomorficas, cubdides ou redondas, de citoplasma clarificado e nucleo eucromatico, que
formavam ninhos so6lidos, e por células mioepiteliais. As mitoses eram raras; o estroma
escasso evidenciava raras células gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto. As células de

revestimento ductal também apresentavam citoplasma clarificado.

Fibroadenoma

Os fibroadenomas foram o tipo de neoplasia benigna mais frequente, correspondendo a
5% (n=7) da totalidade da série analisada e a 53,8% das neoplasias benignas. Surgiram em
gatas de raca Europeu Comum, de meia-idade: 71% (n=5) apresentavam idade igual ou
superior a 6 anos (minimo 3 e maximo 8 anos). Quatro gatas tinham efectuado tratamentos
contraceptivos € nas restantes nao foi possivel obter esta informacgdo. Afectavam uma ou
duas mamas de uma cadeia mamaria (principalmente nas inguinais). SO uma lesdo surgiu
numa gata com carcinoma de mama.

A observacdo macroscopica eram massas soOlidas, circunscritas, moveis, com
dimensdes entre 0,8 e 11 cm (média 4,4 cm). Ao corte eram constituidos por tecidos
esbranquicados e firmes, com espagos em forma de fenda. A ulceracdo foi rara, apenas
observada numa lesdo de grandes dimensdes. Ao exame microscopico caracterizaram-se por
proliferacao bifasica, constituida por uma ou duas camadas de células epiteliais rodeadas por
mioepitélio. O componente conjuntivo, abundante, apresentava 2 tipos de estroma, um laxo
intralobular, envolvido por estroma fibroso interlobular, como foi previamente referido na
AFT. Observaram-se variacdes no grau de colagenizacdo e/ou da alteragdo mixdide do
estroma (fig. 70). As mitoses eram raras quer no componente epitelial, quer no estroma.
Apenas um caso apresentou metaplasia escamosa. O infiltrado inflamatério era escasso na
maioria das lesdes e de tipo linfoplasmocitario. Ocasionalmente observaram-se células

gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto no lumen das estruturas epiteliais.
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Fig. 61. Alteracdo fibroquistica. Estalao =300 pm.
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Fig. 62. Gata jovem evidenciando alteracdo fibroadenomatosa total com
envolvimento de varias glandulas mamarias.
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Fig. 63. Seccdo transversal de uma glandula mamaria com altera¢do
fibroadenomatosa total evidenciando areas de hemorragia e necrose.
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Fig. 64. Alteracdo fibroadenomatosa total evidenciando extensa
ramificacdo ductal. Estalao =300 pm.
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Fig. 65. Alteracao fibroadenomatosa total evidenciando imuno-expressiao
de MMP2. Estaldo = 60 um.

Fig. 66. Adenoma tubular. Estaldo = 60 um.
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Fig. 69. Papiloma de padrdo invertido com células de citoplasma
clarificado e células gigantes multinucleadas. Estaldo = 300 um. Estaldo
insert = 30 um.

Fig. 70. Fibroadenoma com esclerose do estroma. Estaldo = 300 um.
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3. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS CARCINOMAS E OS OUTROS
TIPOS HISTOLOGICOS

VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

No quadro 19 estdo expressas as associagdes entre as variaveis clinico-patologicas e o
tipo histolégico. Da sua andlise verificAmos que a raga Europeu Comum foi a apresentou
maior frequéncia de alteragdes/lesdes mamarias. Observaram-se diferengas significativas nos
escaldoes ¢étarios dos 3 tipos histologicos em estudo, quer analisando o valor médio
(p<0,0001) (quadro 20) quer avaliando a variavel categorizada em 3 classes (p<0,0001). A
maioria das alteragdes nao malignas ocorreu a idades inferiores a 8 anos, enquanto a maioria

dos carcinomas surgiu em gatas com idade superior a 11 anos.
Também no tamanho se observaram diferengas significativas (p=0,012): a maioria das

alteracOes ndo neoplasicas apresentava dimensdo superior a 3 cm mas, apenas 15% das

neoplasia benignas e 29% das malignas apresentavam essa dimensao.

Quadro 20. Idade das gatas e tamanho dos n6sdulos mamarios.

Alteracgdes nao neoplasicas Neoplasias benignas Neoplasias malignas P
n=23 n=13 n=88
Idade (anos)
Média+SD 4,75+3,29 7,61+3,28 11,2343,13 <0,0001
Minimo-Méximo 1,00-10,00 3,00-14,00 4,00-19,00
Tamanho (cm)
Mediana 3,50 2,72 2,55 0,008
Minimo-Méaximo 0,40-18,00 0,40-11,00 0,30-7,00

(SD: Desvio padrao)

A multifocalidade ocorreu maioritariamente em carcinomas (p<0,0001) e associou-se
de forma significativa com critérios classicos de malignidade como a invasdo (0,002), a
necrose (0,013), a metastizagao (0,012) (quadro 1 do anexo VI). A ulceragdo, a necrose ¢ a
diferencia¢do epidermoide associaram-se quase exclusivamente aos carcinomas (p=0,016;
p<0,0001, p<0,0001, respectivamente). O infiltrado inflamatorio, de tipo linfoplasmocitério
era escasso na maioria das alteragcdes/lesdes ndo malignas, mas era moderado ou abundante

na maioria dos carcinomas. Esta diferenga nao foi porém estatisticamente significativa.

&7



Resultados

Quadro 19. Associagdo das caracteristicas clinico-patoldgicas com o tipo histologico.

Parametro Alterac¢des nio neoplasicas Neoplasias benignas  Neoplasias malignas P
n (%) n (%) n (%)

Raca
Europeu 19 (82,6) 11 (84,6) 53 (56,4)
Siamés 2 (8,7) 2(154) 34 (36,2) 0,12
Persa 1(4,3) 0(0,0) 22,1
Cruzado 1(4,3) 0(0,0) 5(5,3)

Idade (anos) n=121
<8 15 (75,0) 7 (53,8) 10 (11,4)
8-11 5(25,0) 4 (30,8) 34 (38,6) <0,0001
>11 0(0,0) 2 (15,4) 44 (50,0)

Multifocalidade (n=119)
Solitario 16 (80,0) 3(25,0) 18 (20,7) <0,0001
Multiplo 4(20,0) 9 (75,0) 69 (79,3)

Cadeia mamaria (n=77)
Direita 5(33,3) 2 (28,6) 15(27,3) 0,5
Esquerda 9 (60,0) 5(71,4) 28 (50,9)
Ambas 1(6,7) 0(0,0) 12 (21,8)

Localizaciao (n=87)
Craneal (par 1/2) 6(33.,3) 1(16,7) 20 (31,7)
Caudal (par 3/4) 10 (55,6) 4 (66,7) 28 (44,4) 0,7
Ambos os pares 2(11,1) 1(16,7) 15 (23.,8)

Contracepcao (n=77)
Nao 3(27,3) 3(37.5) 16 (27,6) 0,9
Sim 8(72,7) 5(62,5) 42 (72,4)

Tamanho (cm)
<2 7(30,4) 8(61,5) 31(33,0)
2-3 3(13,0) 3(23,1) 36 (38,3) 0,012
>3 13 (56,5) 2(154) 27 (28,7)

Ulceragio
Ausente 22 (95,7) 12 (92,3) 65 (69,1) 0,009
Presente 1(4,3) 1(7,7) 29 (30,9)

Necrose
Ausente 22 (95,7) 12 (92,3) 5(5,3) <0,0001
Presente 1(4,3) 1(7,7) 89 (94,7)

Tipo de crescimento
Expansivo 23 (100,0) 13 (100,0) 34 (36,2) <0,0001
Infiltrativo 0(0,0) 0(0,0) 60 (63,8)

Diferenciacio epiderméide
Ausente 23 (100,0) 12 (92,3) 28 (29,8) <0,0001
Presente 0(0,0) 1(7,7) 66 (70,2)

Diferenciagio apocrina
Ausente 16 (69,6) 12 (92,3) 56 (59,6) 0,06
Presente 7 (35,0) 1(7,7) 38 (40,4)

Estroma
Escasso 6(33,3) 3(25,0) 49 (52,7)
Moderado 0(0,0) 2 (16,7) 37 (39,8) <0,0001
Abundante 17 (73,9) 7(58,3) 7(7,5)

Infiltrado inflamatério
Escasso 22 (95,7) 8(61,5) 43 (45,7) 0,001
Moderado 1(4,3) 3(23,1) 25 (26,6)
Abundante 0(0,0) 2(154) 26 (27,7)
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PROLIFERACAO CELULAR E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

As mitoses eram raras nas lesdes benignas e nas alteragdes ndo neoplasicas variaram de
pouco a muito frequentes; ndo se observaram atipias mitdticas. A proliferagdo nos
carcinomas era elevada, com mitoses em posicao suprabasal e atipicas, e indices de Ki-67
particularmente altos. As diferencas entre os 3 tipos histologicos foram muito significativas,
como se verifica nas figuras 71 e 72 e no quadro 1 do anexo VII. Observaram-se também

diferengas significativas entre os dois indices proliferativos (p<0,0001).

Algumas alteragdes hiperplésicas, principalmente as alteracdes fibroadenomatosas,
apresentaram indices de proliferacdo celular proximos dos observados nos carcinomas. Nas
alteragdes fibroadenomatosas e nos fibroadenomas, as mitoses ndo se restringiam ao
componente epitelial, sendo observadas no estroma intralobular. Quando compardmos os
indices mitético e de Ki-67 destas 2 alteragdes fibroepiteliais observam-se diferencas
significativas (p=0,003 e p<0,0001, respectivamente; fig. 73; quadros 2 e fig. 1 do anexo
VII). As alteragdes fibroadenomatosas apresentam valores dos indices de proliferacao celular
muito elevados, o que se reflecte nas informagdes clinicas de lesdes de grandes dimensdes,

de crescimento rapido.

Quando analisamos separadamente os indices de proliferagdo do componente epitelial e
do estroma destas alteracdes fibroepiteliais, observaram-se também diferencas acentuadas,
apresentando as alteragdes fibroadenomatosas sempre valores muito superiores (quadro 21).

Observaram-se também diferencas muito significativas entre os indices mitdtico e de
Ki-67 das alteracdes fibroadenomatosas (AFTs) e fibroquisticas (p=0,001 e p<0,0001,
respectivamente; fig. 74; quadro 3 e fig. 2 do anexo VII).
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Quadro 21. Analise comparativa dos indices de proliferacdo celular das alteragdes

fibroadenomatosas (AFTs) ¢ dos fibroadenomas nos componentes epitelial e estromal.

AFT Fibroadenoma p
Indice mitético - epitélio
Mediana 0,77 0,26 0,004
Minimo-Méaximo 0,10-1,10 0,10-0,60
indice mitético - estroma
Mediana 0,39 0,10 0,002
Minimo-Maximo 0,09-0,96 0,0-0,19
indice ki-67 - epitélio
Mediana 24,80 13,40
Minimo-Méximo 19,20-48,52 2,20-17,60 <0,0001
Indice ki-67 - estroma
Mediana 15,10 4,70 <0,0001
Minimo-Méaximo 7,70-25,98 0,80-10,40

COMPARACAO DO TIPO HISTOLOGICO COM AS VARIAVEIS IMUNO-

HISTOQUIMICAS

No quadro 22 estdo expressas as associagdes entre as varidveis imuno-histoquimicas e

os 3 tipos histologicos avaliados.

Quadro 22. Associagdo das variaveis imuno-histoquimicas e o tipo histologico.

Alteragdes nio neoplasicas

Neoplasias benignas

Neoplasias malignas

Parametro n(%) n(%) n(%) p

Caderina E
Preservada 20 (87,0) 11 (84,6) 27 (28,7) <0,0001
Diminuida 3(13,0) 2(15,4) 67 (71,3)

Caderina E
Membranar 20 (87,0) 10 (76,9) 18 (19,1) <0,0001
Aberrante 3(13,0) 3(23,1) 76 (80,9)

p-Catenina
Preservada 20 (87,0) 12 (92,3) 30 (31,9) <0,001
Diminuida 3(13,0) 1(7,7) 64 (68,1)

p-Catenina
Membranar 22 (19,6) 10 (76,9) 42 (44,7) <0,0001
Aberrante 1(4,3) 3(23,1) 52(55,3)

MMP1
Baixo 8(34,8) 8(61,5) 27 (28,7) 0,06
Alto 15 (65,2) 5(38,5) 67 (71,3)

MMP2
Baixo 10 (43,5) 4 (30,8) 13 (14,1) 0,006
Alto 13 (56,5) 9(69,2) 79 (85,9)

TIMP1
Baixo 12(52,2) 11 (84,6) 50 (53,2) 0,09
Alto 11 (47,8) 2(154) 44 (46,8)

VEGF
Baixo 8(34,8) 7(53.,8) 20 (21,3) 0,03
Alto 15 (65,2) 6 (46,2) 74 (78,7)
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Vimentina e marcadores de diferenciagdo mioepitelial (CK14, p63 e calponina)

A expressdao de vimentina e CK14 foi usualmente negativa nas células luminais das
alteracdes mamarias de caracter benigno mas foi bem evidente, e com extensao variavel, nos
carcinomas. A expressao de vimentina e dos marcadores de diferenciacdo mioepitelial foi
bem patente no mioepitélio das alteracdes mamarias ndo neoplésicas e neoplasias benignas,

tendo sido menos frequente nos carcinomas.

Caderina E e f-Catenina
As alteragdes proliferativas ndo neopldsicas e benignas exibiram o padrio de
imunorreactividade membranar caracteristico destas moléculas de adesdo. As células

mioepiteliais apresentaram frequentemente positividade membranar e/ou citoplasmatica.

A marcacao foi observada na totalidade da série em estudo e, na maioria dos casos, era
difusa (preservada), de intensidade forte (+++) e homogénea. Ocasionalmente observou-se
positividade citoplasmatica aberrante. O item expressdo aberrante refere-se a ocorréncia de
expressdao anomala, independentemente da sua extensdo; o item expressdo membranar refere-
se as alteracdes/lesOes exclusivamente com marca¢cao membranar.

No que diz respeito aos carcinomas, a maioria das lesdes apresentaram expressao
diminuida, heterogénea, com aumento de expressdo aberrante (citoplasmatica e/ou nuclear).
Estas diferencas da expressdo de Caderina E e B-Catenina nos 3 tipos de proliferacao

mamaria atingiram elevado significado estatistico.

MMPI1, MMP2; TIMPI e VEGF

Observaram-se diferencgas significativas na expressao de MMP2 e VEGF nos 3 tipos de
alteracdes mamarias analisadas, que foi nitidamente superior nos carcinomas (fig. 75). As
diferencas na expressao de MMP1 e TIMP nao foram significativas devido, em grande parte,

as alteracdes fibroadenomatosas que evidenciaram expressao alta dos varios marcadores (fig.

65).
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4. ESTUDO DA MAMA ADJACENTE AOS CARCINOMAS

Foram analisadas 25 lesdes de CDIS e 39 alteragdes fibroquisticas presentes na
periferia dos carcinomas. A maioria das lesdoes de CDIS era de padrao so6lido ou relacionado,
como o micropapilar e cribriforme (15/25), ou de padrao morfoldogico misto (7/25). As
formas puras foram raras (4/25). A maioria encontrava-se na periferia de CDI-STE (n=20),

quatro adjacentes a carcinomas metaplasicos e um a CEM.
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Fig. 76. Comparacao do indice mitdtico entre os Fig. 77. Comparagdo do indice de Ki-67 entre os
carcinomas e as alteragdes mamarias presentes carcinomas e as alteragdes mamarias presentes na
na sua periferia. sua periferia.
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As alteracdes fibroquisticas e CDIS evidenciaram a normal positividade das células
mioepiteliais a vimentina, p63, CK14 e calponina. As células luminais evidenciaram
positividade ocasional a vimentina e CK 14, em particular nas lesdes de CDIS. Relativamente
aos outros marcadores estudados observou-se um aumento quer da actividade proliferativa
(fig. 76 e 77 e quadro 4 do anexo VII) quer da expressdao de metaloproteinases da matriz, de
TIMP1 e VEGF (quadro 23), das alteragdes fibroquisticas para o carcinoma in situ e deste
para o invasor. Observou-se ainda perda progressiva da expressdo de Caderina E e [-

Catenina com a canceriza¢ao e com a aquisi¢ao do potencial invasor.

Quadro 23. Comparagdo das variaveis imuno-histoquimicas entre os carcinomas ¢ as alteragdes
mamarias presentes na sua periferia.

Parametro AFQ CDIS Carcinoma p

Caderina E
Preservada 39 (100,0) 13 (52,0) 26 (28,0) <0,0001
Diminuida 0(0,0) 12 (48,0) 67 (72,0)

p-Catenina
Preservada 39 (100,0) 21 (84,0) 29 (31,2) <0,0001
Diminuida 0(0,0) 4 (16,0) 64 (68,8)

MMP1
Baixo 25 (64,1) 16 (64,0) 17 (29,0) <0,0001
Alto 14 (35,9) 9(36,0) 66 (71,0)

MMP2
Baixo 31(79,5) 15 (60,0) 12 (12,9) <0,0001
Alto 8(20,5) 10 (40,0) 81(87,1)

TIMP1
Baixo 32 (82,1) 17 (68,0) 49 (12,9) 0,005
Alto 7(17,9) 8(32,0) 44 (47,3)

VEGF
<3 24 (63,2) 12 (48,0) 25 (26,9) <0,0001
>3 14 (36,8) 13 (52,0) 68 (73,1)

5. COMPARACAO DA MAMA ADJACENTE A CARCINOMAS COM A MAMA
NAO ASSOCIADA A NEOPLASIAS.

Alteragdo fibroquistica (AFQ)

Analisdmos 6 alteragdes fibroquisticas solitarias (ou seja, ndo associadas a lesdo
mamaria), que foram comparadas com as alteragdes fibroquisticas presentes na periferia dos
carcinomas. Nao se observaram diferencas significativas entre estas (quadros e 24 e 25),
contudo, as alteragdes ndo associadas a carcinoma evidenciaram um aumento da expressao

de metaloproteinases de matriz, TIMP e VEGF, sugestivas de alguma instabilidade celular.
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Quadro 24. Comparagdo das varidveis imuno-histoquimicas entre as alteragdes
fibroquisticas solitarias e as presentes na periferia dos carcinomas.

AFQ
Niao adjacente a neoplasia  Adjacente a carcinoma p
(n=6) (n=39)

Caderina E
Preservada 5(83,3) 39 (100,0) 0,13
Diminuida 1(16,7) 0(0,0)

p-Catenina 1,00
Preservada 6 (100,0) 39 (100,0)
Diminuida 0(0,0) 0(0,0)

MMP1
Baixo 1(16,7) 25 (64,1) 0,07
Alto 5(83,3) 14 (35,9)

MMP2
Baixo 4 (66,7) 31(79,5) 0,60
Alto 2(33,3) 8(20,5)

TIMP1
Baixo 3(50,0) 32(82,1) 0,11
Alto 3(50,0) 7(17,9)

VEGF
<3 2(33,3) 24 (63,2) 0,21
>3 4 (66,7) 14 (36,8)

Quadro 25. Comparagdo dos indices proliferativos entre as alteragdes fibroquisticas
solitarias e as presentes na periferia dos carcinomas.

AFQ
Solitaria Adjacente a carcinoma p
(n=6) (n=39)
Indice mitotico
Mediana 0,00 0,10 0,15
Minimo-Maximo 0,00-0,30 0,00-0,500
Indice Ki-67
Mediana 9,60 6,80 0,30
Minimo-Méximo 5,20-14,45 1,30-28,90

CDIS

O carcinoma papilar in situ apresentou indices de proliferacdo celular altos (indice

mitotico 0,97; indice Ki-67 31,9%), expressao focal de vimentina e CK14 nas células

luminais, fenotipo preservado de caderina E e B-catenina e expressdo alta de MMP1 e VEGF.

Como referido anteriormente (quadro 24), os CDIS adjacentes aos carcinomas evidenciaram

caracteristicas similares mas apresentaram diminui¢do da expressdo de Caderina E e B-

catenina.
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6. ESTUDO DE SOBREVIVENCIA

O estudo da sobrevivéncia so6 foi efectuado nas neoplasias malignas, em virtude de
todas as gatas, com alteracdes de caracter benigno se encontrarem vivas e sem doenga
oncolédgica no final do periodo de seguimento. Apenas uma gata com um fibroadenoma
morreu durante o estudo, mas por causas ndo oncoldgicas. Os animais foram seguidos desde
a data da cirurgia, de Janeiro de 2001, até ao dia 31 de Dezembro de 2004. O tempo maximo
de seguimento de foi de 44 meses. Uma gata com CEM foi perdida para o estudo de
seguimento 5 meses apds a cirurgia, ndo tendo sido incluida na amostra analisada; no final

desse periodo estava livre de doenga oncoldgica.

I. SOBREVIVENCIA TOTAL (ST)
Obtivemos informagdo sobre a sobrevivéncia total em 65 casos. No fim do estudo, 54

gatas (83%) tinham morrido ou tinham sido eutanasiadas por doenga oncoldgica (recidiva
local, novos tumores ou doenga metastasica). O tempo mediano de sobrevivéncia total foi de

8 meses.

ASSOCIACAO ENTRE A SOBREVIVENCIA TOTAL E OS PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS E IMUNO-HISTOQUIMICOS

No quadro 26 apresentamos as associagdes entre as caracteristicas clinico-patologicas e
a sobrevivéncia. Da sua analise verificdmos que os melhores indicadores de progndstico
foram a idade (p=0,012), as dimensdes da massa neoplasica (p=0,0006), o tipo histolégico
(p=0,001), o grau histolégico (p=0,0001), o grau nuclear (p=0,009), a permeagdo vascular
(p=0,0001), a metastizagao dos ganglios linfaticos regionais (p<0,0001) e os indices mitotico
e de Ki-67 (p=0,0018 e p=0,004, respectivamente). De seguida vamos referir-nos a estes
parametros e a outros que ndo tendo atingido significado estatistico, também nos forneceram

informag¢ao importante relativa a sobrevivéncia.

Idade

A idade associou-se de forma significativa a sobrevivéncia total, que diminuiu de forma
acentuada nas gatas de idade superior a 11 anos (p=0,012; fig.1 do anexo VIII). Neste grupo
a sobrevivéncia cumulativa aos 12 meses foi de cerca de 20% enquanto nos outros grupos

etarios foi de 50%.
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Quadro 26. Analise univariada da sobrevivéncia total e associagdo com as variaveis clinico-patoldgicas e

imuno-histoquimicas.

Sobrevivéncia cumulativa

Varidveis n Tempo mediano de p
Aos 12 meses No fim do periodo de ST
seguimento (meses)
n (%) n (%)

Idade (anos)
<8 6 3(50,0) 3(333) 8 0,012
8-11 29 17 (58,6) 8(27,6) 19
>11 26 5(19,2) 0(0,0) 6

Tamanho (cm)
<2 21 15(71,4) 7(33,3) 18 0,0006
2-3 25 9 (36,0) 4 (16,0) 8
>3 19 3 (15,8) 0(0,0) 5

Ulceragio
Ausente 45 21 (46,7) 10 (22,2) 9 0,099
Presente 20 6 (30,0) 1(5,0) 6

Tipo histolégico
CDIS 1 1 (100,0) 1 (100,0) -- 0,001
CEM 6 4 (66,7) 4 (66,7) -- (média 27,3)
CDI-STE 45 22 (48,9) 6(13,3) 10
C. metaplasico 7 0(0,0) 0(0,0) 3
C micropapilar 6 0(0,0) 0(0,0) 4

Grau histolégico (n=64)
Grau I 4 4 (100,0) 2 (50,0) 36 <0,0001
Grau II 28 19 (67,9) 8(28,6) 18
Grau I1I 32 3(9,0) 0(0,0) 6

Grau nuclear
Grau 2 24 16 (66,7) 7(29,7) 19 0,009
Grau 3 41 11 (26,8) 4(9,8) 7

Estadio
1 21 16 (76,2) 9(42,9) 24
I 13 7(53,9) 2 (15,4) 13 <0,0001
/v 31 4(12,9) 1 (0,0) 6

Necrose
Ausente 2 2 (100,0) 0.(0,0) -- 0,19
Células isoladas 6 4 (66,7) 2(33,3) 13
Extensa 35 10 (28,6) 7(12,3) 8

Invasido
Ausente 1 1 (100,0) 1 (100,0) -- 0,39
Estroma 40 18 (42,5) 8(20,0) 8
Muscular 24 9(37,5) 2(8,3) 7

Diferenciagio epidermoide
Ausente 15 8(53,3) 4(26,7) 13 0,45
Presente 50 19 (38,0) 7(14,0) 8

Padrao de crescimento
Expansivo 19 8 (42,1) 6(31,6) 9 0,35
Infiltrativo 46 9 (34,6) 5(10,9) 8

Permeacio vascular
Ausente 20 15 (75,0) 10 (50,0) 36 0,0001
Presente 45 12 (26,7) 1(2,2) 7

Metastase ganglionar
Ausente 48 27 (56,3) 11(22,9) 12 <0,0001
Presente 17 0(0,0) 0(0,0) 2

Indice mitético
Baixo (<1,1) 29 18 (62,1) 10 (34,5) 19 0,0018
Alto (>1,1) 36 9 (25,0) 1(2,8) 7
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Quadro 26 (continuag@o). Analise univariada da sobrevivéncia total e associacdo com as variaveis

clinico-patologicas e imuno-histoquimicas.
Sobrevivéncia cumulativa

Varidveis n Tempo mediano de p
Aos 12 meses No fim do periodo de ST
seguimento (meses)
n (%) n (%)
Indice de Ki 67
Baixo (<35,5) 35 20 (57,1) 9(25,7) 13 0,004
Alto (=35,5) 30 7(23,3) 2(6,7) 7
Caderina E
Preservada 19 10 (52,6) 5(26,3) 13 0,50
Diminuida 46 17 (37,0) 6(13,0) 8
p-Catenina
Preservada 21 8(38,1) 3(14,3) 9 0,96
Diminuida 44 19 (43,2) 8(18,2) 8
MMP 1
Baixo 17 9(52,9) 5(29,4) 13 0,33
Alto 31 18 (37.5) 6(12,5) 8
MMP 2
Baixo 8 5(62,5) 3(37.,5) 18 0,15
Alto 57 22 (38,6) 8(14,0) 8
TIMP 1
Baixo 32 13 (40,6) 6(18,8) 7 0,80
Alto 33 14 (42,4) 5(15,2) 9
VEGF
<3 13 13 (40,6) 4(30,8) 19 0,12
>3 52 18 (34,6) 7(13,5) 8
HER-2/neu
Negativo 57 25(43.,9) 10 (17,5) 9 0,68
Positivo 8 2 (25,0) 1(12,5) 7
Tamanho

A sobrevivéncia total diminuiu com o aumento das dimensdes da massa neoplésica
(p=0,0006), evidenciando as gatas com carcinomas de tamanho superior a 3 cm os piores

tempos de sobrevivéncia (fig. 78).

Tipo histologico

Observaram-se diferencas significativas na sobrevivéncia total dos vdrios tipos
histologicos avaliados (p=0,001; fig. 79). Salientaram-se os carcinomas metaplasicos com os
piores tempos de sobrevivéncia (uma mediana de apenas 3 meses e com 100% de
mortalidade em 6 meses), seguidos dos carcinomas micropapilares (sobrevivéncia mediana

de 4 meses).

O CEM apresentou os melhores tempos de sobrevivéncia. No final do periodo de
seguimento, 67% das gatas estavam vivas. Dos 6 casos analisados, s6 2 gatas (33,3%)

morreram, uma por complicacdes anestésicas apos a cirurgia e outra por doenga oncoldgica.

98



Resultados

Esta ultima gata apresentava um carcinoma de grau III com metastases ganglionares na altura
da exérese.

Relativamente ao carcinoma ductal, verificAmos diferencas entre o carcinoma papilar
nao invasor (CDIS) e os invasores (CDI-STE): a gata com CDIS permanecia viva e livre de
doenca oncoldgica no fim do periodo de estudo mas, apenas 13% das gatas com CDI

estavam vivas no final do mesmo periodo.

Grau histologico e grau nuclear

A sobrevivéncia total associou-se com o grau histolégico (p<0,0001). Salientaram-se as
gatas com carcinomas de grau III com uma sobrevivéncia mediana de apenas 6 meses,
enquanto nas gatas com carcinomas de grau I a mediana foi de 36 meses (fig. 80).

Obtivemos uma significativa diminuicdo dos tempos de sobrevivéncia total com o
aumento do grau nuclear (p=0,009), que foi de apenas 7 meses nas gatas com carcinomas de

grau nuclear 3 (fig. 2 do anexo VIII).

Estadio
Observou-se uma diminui¢do dos tempos de sobrevivéncia total com o aumento do
estadio (p<0,0001), tendo-se salientado os carcinomas de estadio III/IV, com os piores

tempos de sobrevivéncia (fig. 81).

Ulceragdo, Necrose e Invasdao
Estes parametros ndo se associaram com a sobrevivéncia total. Porém, verificAmos que
as gatas com carcinomas ulcerados, com necrose e/ou invasdo extensa, apresentaram piores

tempos de sobrevivéncia.

Permeacdo vascular e metastizacdo dos ganglios linfaticos regionais

A associacdo entre a sobrevivéncia total e a permeagdo vascular traduziu-se nas
diferencas de sobrevivéncia mediana, que foi de 36 meses nas gatas cujos carcinomas nao
apresentavam permeacdo vascular e de 7 meses nas gatas com tumores com émbolos
(p=0,0001; fig. 82). Todas as gatas com metastases ganglionares morreram no periodo de 9

meses (p<0,0001; fig. 83).
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Indice mitdtico e de Ki 67
Para avaliar o efeito dos indices de proliferacdo na sobrevivéncia, os carcinomas foram
divididos em muito ou pouco proliferativos em fun¢do do valor da mediana dos indices

mitotico e de Ki-67 (quadro 27).

Quadro 27. Divisao dos carcinomas em muito e pouco proliferativos.

Indice mitoético Indice de Ki-67
Baixo (<1,1) Alto (>1,1) Baixo (<35,5) Alto (>35,5)
n (%) 32 (49,2) 33 (50,8) 32 (49,2) 33 (50,8)

A sobrevivéncia total associou-se de forma significativa com os indices mitético e de
Ki-67 (fig. 84 e 85), sendo menor nas gatas com carcinomas muito proliferativos (p=0,0018 e

p=0,006, respectivamente).

Caderina E
A Caderina E ndo se associou com a sobrevivéncia total mas, verificAmos que as gatas
cujos tumores apresentaram expressdo de Caderina E inferior a 25% apresentaram uma

sobrevivéncia mediana muito baixa (5 meses).

MMP1, MMP2, TIMPI1 e VEGF
A sobrevivéncia total também ndo se associou com estes marcadores mas, as gatas com
carcinomas com indices de imunorreactividade altos apresentaram piores tempos de

sobrevivéncia.

HER-2/neu

Apesar de ndo ter atingido significado estatistico, as gatas com carcinomas positivos ao
HER-2 evidenciaram piores tempos de sobrevivéncia total: aos 12 meses 44% das gatas com
tumores negativos estavam vivas mas, apenas 25% das gatas com tumores positivos

permaneciam vivas.
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II. SOBREVIVENCIA LIVRE DE DOENCA (SLD)

Das 65 gatas submetidas ao estudo de sobrevivéncia total, 14 foram excluidas por falta
de informacao relativa a sobrevivéncia livre de doenca e 11 gatas por nunca terem estado
livres de doenca oncolodgica apds a cirurgia. A andlise da sobrevivéncia livre de doenca ¢
assim relativa a 40 animais.

Durante o periodo de estudo, 34 gatas (85%) desenvolveram doenga oncoldgica. O

tempo mediano de sobrevivéncia livre de doenca foi de 8 meses.

ASSOCIACAO ENTRE A SOBREVIVENCIA LIVRE DE DOENCA E OS PARAMETROS
CLINICO-PATOLOGICOS E IMUNO-HISTOQUIMICOS

No quadro 28 apresentamos as associagdes entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e
a sobrevivéncia livre de doenca. Da sua andlise verificAmos que os melhores indicadores de
prognostico foram a idade (p=0,006), o estadio (p=0,001), o tipo histolégico (p=0,002), o
grau histolégico (p=0,0001), o grau nuclear (p=0,0046), a permeagao vascular e a ocorréncia
de metastases ganglionares na altura da exerese (p=0,0014 ¢ p=0,0003, respectivamente) e o

indice mitético (p=0,029).

Idade e tamanho

Verificou-se uma diminuicdo do tempo de sobrevivéncia livre de doenga com o
aumento da idade (p=0,006; fig. 3 do anexo VIII), o que ¢ particularmente evidente no grupo
de gatas com idade superior a 11 (sobrevivéncia mediana de 5 meses). A sobrevivéncia livre
de doenca também diminuiu de forma marcada nas gatas com carcinomas de dimensdo

superior a 3 cm (mediana de 3 meses) (p=0,026; fig. 86).

Tipo histologico

Relativamente a este parametro salientaram-se os carcinomas metapldsicos e os
micropapilares com os piores tempos de sobrevivéncia livre de doenca (mediana 3 meses) e,
por oposi¢ao, os CEM com valores elevados (31 meses). A gata com carcinoma papilar in
situ (CDIS) permanecia livre de doenga oncologica no fim do periodo de estudo, embora no
mesmo periodo apenas 10% das gatas com CDI permanecessem sem evidéncias de doenga

oncoldgica (p=0,02; fig. 87).
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Quadro 28. Analise univariada da sobrevivéncia livre de doen¢a e sua associa¢do com as variaveis

clinico-patoldgicas e imuno-histoquimicas.
Sobrevivéncia cumulativa

Varidveis n Tempo mediano de p
Aos 12 meses No fim do periodo de SLLD
seguimento (meses)
n (%) n (%)
Idade (anos)
<8 4 2 (50,0) 1(25,0) 12 0,006
8-11 20 10 (50,0) 5(25,0) 12
>11 15 1(6,7) 0(0,0) 5
Tamanho (cm)
<2 16 6 (37,5) 3(18,8) 10 0,026
2-3 16 8(50,0) 3(18,8) 12
>3 8 0(0,0) 0(0,0) 3
Ulceragio
Ausente 29 12 (41,4) 6(20,7) 10 0,40
Presente 11 2(18,2) 0(0,0) 7
Tipo histolégico
CDIS 1 1 (100,0) 1 (100,0) --
CEM 5 4 (80,0) 2 (40,0) 31
CDI-STE 29 9(31,0) 3(10,3) 10 0,02
C. metaplasico 3 0(0,0) 0(0,0) 3
C micropapilar 2 0(0,0) 0(0,0) 3
Grau histolégico (n=39)
Grau I 2 2 (100,0) 1 (50,0) 31
Grau II 20 10 (50,0) 5(20,0) 12 <0,0001
Grau III 17 1(5,9) 0(0,0) 4
Grau nuclear
Grau 2 15 9 (60,0) 3(20,0) 14 0,0057
Grau 3 25 5(20,0) 3(12,0) 5
Estadio
I 17 8(47,1) 5(29,4) 12
I 11 6 (54,6) 19,1) 14 0,001
/v 12 0(0,0) 0(0,0) 3
Necrose
Ausente 2 2 (100,0) 1(50,0) 14 0,10
Células isoladas 3 2 (66,7) 2 (66,7) -
Extensa 35 10 (28,6) 4(11,4) 7
Invasio
Ausente 1 2 (100,0) 2 (100,0) -- 0,20
Estroma 24 10 (41,7) 4 (16,7) 12
Muscular 15 3(20,0) 1(6,7) 7
Diferenciagio epiderméide
Ausente 0,31
Presente 8 4 (50,0) 2 (25,0) 11
32 10 (31,3) 4(12,5) 7
Padrio de crescimento
Expansivo 14 5(35,7) 3(21,4) 7 0,77
Infiltrativo 26 9 (34,6) 3(11,5) 8
Permeacio vascular
Ausente 16 10 (62,5) 6(37,5) 14 0,0014
Presente 24 4 (16,7) 0(0,0) 6
Metastase ganglionar
Ausente 34 14 (41,2) 6(17,6) 12 0,0003
Presente 6 0(0,0) 0(0,0) 2
indice mitético
Baixo (<1,1) 21 10 (47,6) 6 (28,6) 12 0,017
Alto (>1,1) 19 4 (2L 3(0,0) 6
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Quadro 28 (continuacdo). Analise univariada da sobrevivéncia livre de doenga ¢ sua associagdo com as

variaveis clinico-patologicas e imuno-histoquimicas.
Sobrevivéncia cumulativa

Varidveis n Tempo mediano de p
Aos 12 meses No fim do periodo de SLLD
seguimento (meses)
n (%) n (%)

Indice de Ki 67
Baixo (<35,5) 23 10 (43,5) 6 (26,1) 12 0,35
Alto (=35,5) 14 4(23,5) 0(0,0) 7

Caderina E
Preservada 13 6(46,2) 3(23,1) 12 0,17
Diminuida 27 8(29,6) 3(1L,1) 8

p-Catenina
Preservada 13 4(30,8) 2(15,4) 6 0,70
Diminuida 27 10 (37,0) 4 (14,8) 11

MMP 1
Baixo 9 5(55,6) 3(333) 19 0,10
Alto 31 9(29,0) 309,7) 7

MMP 2
Baixo 5 3(60,0) 2 (40,0) 31 0,15
Alto 35 11(31,4) 4(11,4) 8

TIMP 1
Baixo 20 8 (40,0) 4(20,0) 10 0,40
Alto 20 6(30,0) 2(10,0) 7

VEGF
<3 9 5(55,6) 3(333) 14 0,17
>3 31 9(29,0) 309,7) 7

HER-2/neu
Negativo 34 12 (35,3) 6(17,7) 10 0,19
Positivo 6 2(33,3) 0(0,0) 5

Grau histologico e grau nuclear

O grau histologico apresentou uma associacao significativa com a sobrevivéncia livre
de doenga (p<0,0001; fig. 88). A mediana de sobrevivéncia foi de apenas 4 meses para as
gatas com tumores de grau III, e de 31 meses nas gatas com tumores de grau I. O grau
nuclear também evidenciou uma relagdo inversa com o tempo de sobrevivéncia livre de

doenga (p=0,0057; fig. 4 do anexo VIII)
Estadio

Relativamente a este parametro constatdmos que as gatas com carcinomas em estadio 3

evidenciaram os piores tempos de sobrevivéncia (p=0,001; fig. 89).
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Permeacdo vascular e metastizacdo dos ganglios linfaticos regionais

A associacdo com estes parametros foi muito significativa (p=0,0014 e p=0,0003,
respectivamente; fig. 90 e 91), e traduziu-se na diminui¢cdo do tempo de sobrevivéncia livre
de doenca que, nos carcinomas com permeacao linfatica, foi metade do obtido nas gatas
cujos carcinomas ndo apresentaram permeacdo; as gatas com carcinomas metastasicos

também evidenciaram valores de sobrevivéncia muito baixos (mediana de 2 meses).

Indice mitético e de Ki-67

A sobrevivéncia livre de doenca apresentou associagdo significativa com o indice
mitoético (p=0,017; fig. 92) mas ndo com o indice de Ki-67 (p=0,35). Todavia verificdmos
que as gatas com tumores com indice de Ki-67 alto apresentaram valores medianos de

sobrevivéncia livre de doenga menores que as gatas com tumores de indice baixo.

MMPI1, MMP2, TIMPI e VEGF
A sobrevivéncia mediana das gatas com indices de imunorreactividade baixos foi

superior ao das gatas com indices altos, contudo, ndo se atingiu significado estatistico.

HER-2/neu
A mediana da sobrevivéncia livre de doenca das gatas negativas ao HER-2/neu foi o

dobro das gatas positivas, apesar de nao ter atingido significado estatistico (fig. 93).

III. ANALISE MULTIVARIADA DA SOBREVIVENCIA

Para determinar quais os factores com efeito progndstico independente foi efectuado o
estudo multivariado através do teste de Regressdo de Cox. Foram analisados todos os
parametros clinico-patologicos que se associaram com a sobrevivéncia total na analise
univariada Kaplan-Meier, bem como o padrdo de crescimento, a ocorréncia de necrose e de
invasao.

De entre estes parametros evidenciaram-se dois com valor de prognostico independente
relativamente a sobrevivéncia total: o grau histoldégico e a existéncia de metastases

ganglionares no momento de exérese (quadro 29).

108



Resultados

Quadro 29. Analise multivariada relativa a sobrevivéncia total.
Sobrevivéncia total

Covariavel Hazard ratio 95% CI P
Grau histologico

Grau II 1

Grau III 9,20 1,70-50,20 0,01
Metastases

Ausente 1 0,002

Presente 3,30 1,60-6,90

(CI: Intervalo de confianca)

O grau histoldgico alto revelou ser um factor de risco de morte por carcinoma da
mama: as gatas com carcinomas de grau II apresentaram um risco de morrerem de doenga
oncologica 3,3 vezes mais elevado que as gatas com carcinomas de grau I, mas esta diferenga
ndo atingiu significado estatistico (p=0,14). Contudo, as gatas com carcinomas de grau III
evidenciaram um incremento no risco de morte de 9 vezes relativamente as gatas com
carcinomas de grau II (p=0,01).

A existéncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais no momento da excisdao
aumenta 3 vezes o risco das gatas morrerem de carcinoma relativamente as gatas sem

metastases (p=0,002).

Relativamente a sobrevivéncia livre de doenca foram factores de prognostico
independente o tamanho, o grau histoldgico alto e a permeacao vascular (quadro 30).

Gatas com carcinomas de grau III evidenciam um aumento muito significativo de risco
de desenvolver doenga oncologica (26,5 vezes) relativamente as gatas com carcinomas de
grau II (p=0,007). A presenga de émbolos vasculares aumentou também o risco 5 vezes
(p=0,003). Também os carcinomas de dimensdo superior a 2 cm se associam a um aumento

(ligeiro) do risco de desenvolver doenca oncologica.

Quadro 30. Analise multivariada relativa a sobrevivéncia livre de doenga.
Sobrevivéncia livre de doenga

Covariavel Hazard ratio 95% CI p
Tamanho (cm)
<2 1
2-3 0,2 0,7-0,6 0,002
>3 0,3 0,9-1,05 0,059
Grau histologico
Grau IT 1 0,007
Grau III 26,5 2,4-289,2
Permeacio vascular
Ausente 1 0,003
Presente 5,1 1,7-14.9
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IV. ESTUDO DE SOBREVIVENCIA EM GATAS COM GANGLIOS
LINFATICOS NEGATIVOS (No)

Das 72 gatas sem envolvimento ganglionar regional na altura da excisdo cirargica
(ganglios negativos), houve informagdo acerca da sobrevivéncia total em 48 casos e da
sobrevivéncia livre de doenga em 34. Os resultados da analise univariada da sobrevivéncia

total e livre de doenga encontram-se nos quadros 1 e 2 e figuras 5 al2 no anexo VIII.

Relativamente a sobrevivéncia total, os melhores indicadores de prognodstico foram o
tamanho da lesdo (p=0,0041), o tipo histologico (p=0,001; fig. 94), o grau histologico
(p<0,0001), o grau nuclear (p=0,0022), o estadio (p=0,0036), a permeacdo vascular
(p=0,0021) e os indices mitdtico (p=0,017) e de Ki-67 (p=0,049).

Em relagdo a sobrevivéncia livre de doenca, os melhores indicadores foram o tipo
histoloégico (p=0,0086), o grau histologico (p<0,0001; fig. 95), o grau nuclear (p=0,03) ¢ a
permeacao vascular (p=0,0095). O tamanho da lesdo (p=0,04) e a idade das gatas (p=0,018)

também foram importantes.
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Todas as gatas com carcinomas Ny que apresentavam carcinomas metapldsicos e
micropapilares, carcinomas de grau III e com permeagdo vascular evidenciaram valores de
sobrevivéncia, total e livre de doenga, muito baixos. Observou-se ainda a tendéncia das gatas
com carcinomas positivos ao HER-2 apresentarem piores tempos de sobrevivéncia, total e

livre de doenga.

ANALISE MULTIVARIADA DA SOBREVIVENCIA TOTAL EM GATAS N0

A andlise multivariada em gatas Ny revelou a existéncia de 2 factores de prognostico
independentes para a sobrevivéncia total, o grau histoldgico e o tipo histologico (quadro 31).
A regressao de Cox nao foi efectuada para a sobrevivéncia livre de doenga devido ao

reduzido namero de casos.

O grau histologico alto foi novamente um factor de risco de morte por cancro de mama.
Gatas com carcinomas de grau II apresentaram risco de morrer 2 vezes superior as gatas com
carcinomas de grau I (p=0,54). As gatas com carcinomas de grau III apresentaram um risco 9
vezes maior de morrerem que as gatas com carcinomas de grau I (p=0,015).

As gatas com carcinomas metaplasico evidenciaram risco de morte por cancro de mama
4 vezes superior ao das gatas com CDI-STE (p=0,043). Também as gatas com carcinomas
micropapilares evidenciaram risco muito aumentado de morte por cancro (6 vezes)

relativamente ao carcinoma metaplasico (p=0,009).

Quadro 31. Analise multivariada relativa a sobrevivéncia total em gatas Ny,
Sobrevivéncia total
Co-variavel Hazard ratio 95% CI p
Grau histologico
Grau II 1 0,015
Grau 111 8,5 1,5-47,9

Tipo histologico

CDI-STE 1

C. metaplasico 4.4 1,05-18,7 0,043
C. micropapilar 6,1 1,6-23,2 0,009
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7. ANALISE DO CONTEUDO DE ADN POR CITOMETRIA DE IMAGEM

1. CARCINOMAS

O conteudo de ADN foi estudado na totalidade da amostra (n=94) de carcinomas a que
nos referimos previamente. Obtivemos histogramas interpretaveis em 93 dos casos (99%),
tendo sido excluido um CEM por impossibilidade de efectuar a sua avaliagdo por deficiente
preservagdo do material. Conforme referido em Material e Métodos, os histogramas de ADN

foram classificados em dipldides, aneuploides e multiploide de ADN.

PLOIDIA DE ADN

Os resultados da ploidia de ADN dos carcinomas analisados encontram-se sumariados

no quadro 1 do anexo IX.

Dois ter¢os dos carcinomas (62/93) apresentaram conteido de ADN andmalo: 34
(37%) eram aneuploéides (fig. 96) e 28 (30%) multipléides de ADN. Ao contrario da maioria
dos CEMs que apresentou conteido de ADN diploide (n=4; 57%; fig. 97), a maioria dos
outros tipos histoldgicos apresentou contelido aberrante. Salientou-se o carcinoma
metaplésico com a frequéncia mais elevada do padrao multipléide de ADN (fig. 98).

Apenas um CEM (14%) apresentou conteido de ADN multiploide. Era uma
proliferacdo bifasica associada a 4reas de carcinoma micropapilar, com metastases
ganglionares. Quando avaliamos separadamente o conteiddo de ADN das duas areas tumorais
verificdmos que o carcinoma bifésico era dipléide com células verdadeiramente aneuploides
(5¢) e o micropapilar era multipléide de ADN, que determinou o resultado do tumor no seu
conjunto.

O carcinoma papilar in situ apresentou contetido de ADN diploide.

ASSOCIACAO DA PLOIDIA DE ADN COM OS CRITERIOS CLINICO-PATOLOGICOS
E IMUNO-HISTOQUIMICOS

A ploidia de ADN s6 se associou de forma significativa com os graus histolégico e

nuclear. Contudo, observamos tendéncias que descrevemos em seguida:
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Grau histolégico e grau nuclear

O aumento do grau histologico (fig. 99) e nuclear associou-se com o aparecimento de
varios clones aneupldides. Nenhum carcinoma de Grau I era multiploide mas 50% (20/40)
dos de Grau III possuia ADN multipléide (p=0,003; fig. 100 ¢ 101). A maioria dos

carcinomas de grau nuclear 3 era multiploide (p<0,0001).

Ulceracdo cutdnea, necrose e invasdo

A ulceragdo foi mais frequente em tumores com conteido de ADN andémalo. A
extensdo da necrose e da invasdo associou-se com o conteudo aberrante de ADN: todos os
carcinomas multiploides evidenciaram extensos focos de necrose e invadiram

frequentemente o musculo. Os carcinomas nao invasores eram diploides de ADN.

Permeacdo vascular e metastizacdo nos ganglios linfaticos regionais
Ocorreram preferencialmente em carcinomas com ADN andémalo, em particular nos

multipléides de ADN.

Estadio
O aumento do estadio associou-se com um contetido aberrante de ADN, principalmente
do padrao multiploide; 50% dos carcinomas multiploides de ADN eram lesdes de estadio 3 e

apenas 18% (n=5) eram de estadio 1.

ASSOCIACAO DA PLOIDIA DE ADN COM OS INDICES DE PROLIFERACAO

A ploidia de ADN associou-se de forma significativa com o indice mitotico.
Relativamente ao indice de Ki-67, observa-se a tendéncia ao aumento deste indice nos
carcinomas com ADN andmalo, em particular nos multipléides (fig. 102 e 103; quadro 2 do

anexo [X).
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Fig. 96. Histograma aneuploide de ADN. Fig. 97. Histograma dipléide de ADN.
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Fig 98. Associacdo entre a ploidia de ADN e o tipo histoldgico.
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Fig. 99 Associagdo da ploidia de ADN e o grau histologico (p=0,003)
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Fig. 102. Associagdo entre a ploidia de ADN ¢ o Fig. 103. Associagdo entre a ploidia de ADN ¢ o
indice mitotico. indice de Ki-67.

ASSOCIACAO DA PLOIDIA DE ADN COM AS VARIAVEIS IMUNO-HISTOQUIMICAS
Caderina E e f-Catenina
Observou-se a perda progressiva de caderina E com a alteracdo da ploida (p=0,014),

contudo, em relagdo a f-Catenina ndo se observaram diferencas significativas.
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MMPI1, MMP2, TIMPI e VEGF
Todas as classes de ploidia evidenciaram indices de imunorreactividade elevados destes
marcadores. Os tumores multiploides de ADN evidenciam-se por apresentarem expressao

aumentada de MMP1 e VEGF, relativamente as outras classes de ploidia.

FRACCAO DE CELULAS VERDADEIRAMENTE ANEUPLOIDES (5¢ER)
A existéncia de células verdadeiramente aneupldides (5cER) associou-se de forma

significativa com o conteido de ADN aberrante (p<0,0001): células com contetido acima de
5c estavam presentes em 97% dos carcinomas aneuploides de ADN e em 100% dos
multipléides de ADN. Quando analisdmos o valor percentual da frac¢do ScER (quadro 32)
observamos que os carcinomas com ADN aberrante apresentaram mais frequentemente SCER

alta, superior a 1%.

Quadro 32. Frac¢do 5cER e ploidia de ADN.

Ploidia de ADN
ADN diploide ADN aneuploide ADN multipléide p
n (%) n (%) n (%)
5cER
0 12 (38,7) 1(2,9) 0(0,0) <0,0001
<1% 10 (32,3) 12,9 2(7,1)
>1% 9(29,0) 32 (94,1 26(92,9)

Quando relacionamos frac¢do ScER com o tipo histoldgico verificamos que os CEMs
apresentaram com menor frequéncia ScER alta (43%) enquanto os carcinomas
micropapilares e metaplésicos evidenciaram com maior frequéncia ScER alta (75% e 92%,
respectivamente) (fig. 104). O carcinoma papilar in situ ndo apresentou células com conteudo
acima de 5c (p=0,0036).

A fraccdo 5cER elevada associou-se ainda de forma significativa com o tamanho
(p=0,005), o grau histologico (p=0,001) e nuclear (p<0,0001), o estadio (p=0,005), a necrose
(p=0,002) e a invasdo, a permeag¢ao vascular (p=0,036) (quadro 3 do anexo IX; fig. 105), o
indice mitdtico (p<0,0001) (quadro 33). Verificdmos ainda que a maioria dos carcinomas
com indices de imunorreactividade altos as metaloproteinases da matriz ¢ VEGF,

evidenciaram de forma constante fracgdo ScER superior a 1%.
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Fig. 104. Associagdo da fraccdo ScER com o tipo histologico.
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Fig. 105. Associagdo do valor da fracgdo 5¢ com a permeagdo vascular (p=0,036).

Quadro 33. Associagdo da fraccdo ScER com os indices de proliferagdo celular.

Fracciio ScER
0 <1% >1% P

Indice mitotico (%)

Mediana 0,65 0,67 1,28 <0,0001

Minimo-Maximo 0,15-1,26 0,1-1,54 0,19-4,56
indice Ki-67 (%)

Mediana 34,20 35,90 39,50 0,39

Minimo-Maximo 9,9-72,27 2,20-54,20 8,25-77,70
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II. ESTUDO CITOMETRICO DOS TUMORES PRIMARIOS E SUAS
METASTASES

Foram estudados 22 carcinomas metastdsicos. A maioria dos tumores primarios (n=9;
40,9%) possuia ADN multipléide, 31,8% (n=7) era diploide e 27% (n=6) aneuploide.

Tal como se verificou com os tumores primarios, a maioria das metéstases era
multiploide (n=12; 54,5%) e apenas 27% (n=6) era dipléide de ADN. Efectivamente a
maioria manteve o padrdo de ADN do tumor primario (n=13; 59%), apenas 4 carcinomas
com conteudo aberrante (1 multiploide e 2 aneupldides de ADN) desenvolveram metéstases
diploides. Cinco carcinomas, 3 diploides e 2 aneupldides, desenvolveram metéstases
multiploides de ADN; é de salientar que 3 destes tumores primdrios apresentavam frac¢ao

5cER alta (superior a 1%) (quadro 34).

Quadro 34. Comparacao da ploidia de ADN e fraccdo ScER dos tumores primarios e secundarios.

Tumor
Primario Secundario p

Parametro n (%) n (%)
Ploidia de ADN

ADN diploide 7(31,8) 6(27,3) 0,70

ADN aneuploide 6(27,3) 4(18,2)

ADN multipléide 9 (40,9) 12 (54,5)
Fraccao 5ScER

S5cER=0 3(13,6) 2(9,1) 1,00

5¢cER<1% 3(13,6) 4 (18,2)

5cER>1% 16 (72,7) 16 (72,7)

III. ESTUDO CITOMETRICO DA MAMA ADJACENTE AOS CARCINOMAS

Foram analisadas 23 alteracdes fibroquisticas e 19 CDIS adjacentes aos carcinomas.

Alteracgoes fibroquisticas (AFQs)

Todas as alteracdes fibroquisticas eram diploides de ADN e, apenas 2 (8,7%) possuiam
células com contetido acima de 5c (5cER=0,8%). A maioria encontrava-se na periferia de

carcinomas aneuploides (48%). As restantes surgiram na periferia de carcinomas dipldides

(30%) e multiploides de ADN (22%)).

CDIS

A maioria das lesdes de CDIS era diploide de ADN (n=11; 57,9%) e apresentava
fracgdo ScER alta (>1%) (quadro 35). A maioria das lesdes de CDIS diploides (8/9; 81%) e
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aneuploides de ADN (3/5; 60%) encontravam-se na periferia de carcinomas diploides mas,
todos os com conteudo multipldide (n=5) encontravam-se na periferia de carcinomas com

conteudo de ADN aberrante (40% eram aneuploides e 60% multiploides de ADN).

Quadro 35. Comparacdo da ploidia de ADN dos CDIS com a frac¢do S5cER.

CDIS
ADN diploide ADN aneuploéide ADN multipléide
n (%) n (%) n (%)
Fraccio 5cER
S5cER=0 5(45.,5) 0(0,0) 0(0,0)
S5cER<1% 19,1 3(75,9) 0(0,0)
5cER>1% 5(45.,5) 1 (25,0 4 (100,0)

Quando comparamos os dois tipos de lesdo descritos para a mama adjacente com a
totalidade da série de carcinomas observamos um aumento da frequéncia de altera¢do do

conteudo de ADN, traduzido por aumento do padrao aneuploide e da frac¢ao ScER (figuras

106 e quadro 36).

@ ADN diploide
Ne  40- O ADN aneuploide
@ ADN multipldide
30+
20+
10+
0

AFQ CDIS Carcinoma invasor

Tipo histologico

Fig. 106. Ploidia de ADN dos carcinomas e das lesdes presentes na sua periferia (p<0,0001).

Quadro 36. Comparacao da ploidia de ADN e 5cER entre os carcinomas e as alteracdes mamarias adjacentes.

Tipo histolégico
AFQ CDIS Carcinoma p

Parametro n (%) n (%) n (%)
Ploidia de ADN

ADN dipléide 23 (100,0) 11(57,9) 31(33,3)

ADN aneuploide 0(0,0) 4(21,1) 34 (36,6) <0,0001

ADN multipléide 0(0,0) 4(21,1) 28 (30,1)
Fracciao ScER

S5cER=0 21(91,3) 5(26,3) 13 (14,0)

5cER<1% 2 (8,7) 4(21,1) 13 (14,0) <0,0001

ScER>1% 0 (0,0) 10 (52,6) 67 (72,0)
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V. ASSOCIACAO DOS PARAMETROS CITOMETRICOS COM A
SOBREVIVENCIA

Conforme foi referido anteriormente, os dados da sobrevivéncia total sdo referentes a

64 gatas e da sobrevivéncia livre de doenca a 39.

Ploidia de ADN

Observamos associagdes significativas entre a ploidia de ADN e os tempos de
sobrevivéncia, que foram sempre menores nos carcinomas com conteudo de ADN aberrante,

em particular nos multiploides de ADN (quadro 37, e fig 107 e 108).

Quadro 37. Associag@o da ploidia de ADN com a sobrevivéncia.
Sobrevivéncia cumulativa

Aos 12 meses No fim do periodo de  Tempo mediano de
Ploidia de ADN n seguimento sobrevivéncia p
n (%) n (%) (meses)

Sobrevivéncia total
ADN diploide 21 11 (57,1) 7(33,3) 19 0,0048
ADN aneupléide 21 10 (47,6) 3(9,5) 9
ADN multiploide 22 4(18,2) 1(4,6) 5

Sobrevivéncia livre de doenca
ADN diploide 15 8(53.,3) 3 (20,0) 14 0,012
ADN aneupléide 12 4(33,3) 2(16,7) 7
ADN multipléide 12 1(83) 1(8,3) 4

Fracgao 5cER

A fracgao S5cER associou-se de forma significativa com a sobrevivéncia livre de doenca
mas ndo com a sobrevivéncia total. Contudo, os carcinomas com células Sc apresentaram

também piores tempos de sobrevivéncia total (Quadro 38 e fig. 109 e fig 1 do anexo IX).

Quadro 38. Associagdo da fraccdo SCER com a sobrevivéncia.

Sobrevivéncia cumulativa Tempo mediano de
Fraccio 5cER sobrevivéncia
n Aos 12 meses No fim do periodo (meses) p
de seguimento
n (%) n (%)
Sobrevivéncia total
ScER=0 10 7(70,0) 5(50,0) 24 0,29
5¢ER<1% 8 3(37,5) 0 (0,0) 6
5¢cER>1% 46 16 (34,8) 5(10,9) 8
Sobrevivéncia livre de doenca
ScER=0 6 5(83,3) 3(50,0) 31 0,02
S5cER<1% 5 2 (40,0) 0(0,0) 12
5¢cER>1% 28 6(214) 30,7 6
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Associagdo da frac¢do 5cER com a sobrevivéncia em gatas com carcinomas dipléides

Dos 21 carcinomas dipldides de ADN seguidos no estudo de sobrevivéncia, 12
apresentaram fraccdo ScER. Quando analisaimos a sobrevivéncia neste grupo verificdmos que
as gatas cujos carcinomas apresentavam fraccdo ScER superior a 1% apresentaram piores

tempos de sobrevivéncia (quadro 39).

Quadro 39. Associagdo da fraccdo ScER dos carcinomas dipldides de ADN com a sobrevivéncia.
Sobrevivéncia cumulativa

Tempo mediano de

Fraccio 5cER Aos 12 meses No fim do periodo sobrevivéncia
n de seguimento (meses) p
n (%) n (%)

Sobrevivéncia total
5cER=0 9 6 (66,7) 4 (44,4) 24 0,78
S5cER<1% 6 3(50,0) 0(0,0) 10
S5cER>1% 6 3(50,0) 3(50,0) 8

Sobrevivéncia livre de doenca
5cER=0 5 4 (80,0) 2 (40,0) 31 0,43
5¢ER<1% 5 2 (40,0 0(0,0) 12
5cER>1% 5 2 (40,0) 1(20,0) 12

Associagdo dos pardmetros citométricos com a sobrevivéncia em gatas Ny

A sobrevivéncia total associou-se com a ploidia de ADN (p=0.0018), com os
carcinomas multiploides a evidenciarem uma diminui¢do acentuada do tempo de
sobrevivéncia relativamente as outras classes de ploidia. Observou-se ainda a tendéncia da

diminuigdo da sobrevivéncia total com o aumento da frac¢do ScER (quadro 40; fig. 110 e fig.

2 do anexo IX).

Quadro 40. Associagdo dos parametros citométricos com a sobrevivéncia total em gatas Nj.
Sobrevivéncia cumulativa

Variaveis n Tempo mediano de P
Aos 12 meses No fim do periodo de ST
seguimento (meses)
n (%) n(%)
Ploidia de ADN (n=47)
Diploide 17 12 (70.6) 7(41.2) 24 0.0018
Aneuploide 17 10 (58.8) 2(11.8) 14
Multiploide 13 4 (30.8) 1(7.6) 5
Fracgio 5ScER (n=47)
ScER=0 8 7(87.5) 5(62.5) -- (média 28.8) 0.16
5cER<1% 6 3(50.0) 0(0.0) 10
5cER>1% 33 16 (48.5) 5(15.2) 9

122



Resultados

Relativamente a sobrevivéncia livre de doenga também se observou a tendéncia da

diminui¢do da sobrevivéncia com o aumento da alteragdo da ploidia e da frac¢do 5c (quadro

41).

Quadro 41. Associagdo dos parametros citométricos com a sobrevivéncia livre de doenga em gatas N,.

Sobrevivéncia cumulativa

Variaveis n Tempo mediano de P
Aos 12 meses No fim do periodo de SLD
seguimento (meses)
n (%) n (%)
Ploidia de ADN (n=33)
Diploide 14 8(57.1) 3(21.4) 14 0.08
Aneuploide 12 4(33.3) 2 (16.7) 7
Multipléide 7 1(14.3) 1(14.3) 5
Fracg¢ido 5cER (n=33)
5cER=0 6 5(83.3) 3(50.0) 31 0.05
5cER<1% 5 2 (40.0) 0(0.0) 12
ScER>1% 22 6(27.3) 3 (13.6) 7

Analise multivariada

A andlise multivariada aplicada a ploidia de ADN e a frac¢do Sc revelou que estas 2

variaveis citométricas ndo s3o, neste estudo, factores de prognostico independente para a

sobrevivéncia total.
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As neoplasias da glandula mamaria representam 12% da totalidade das neoplasias dos
felideos domésticos ¢ 17% das neoplasias das gatas (Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002). Os
carcinomas constituem 80-96% dos tumores de mama (Castagnaro 1998 a, b), e sdo muito
agressivos com tendéncia a recorréncia local e a metastizagdo precoce (Theilen e Madewell,
1987; Misdorp et al., 1991; Rutteman et al., 2001). Com base na idade, incidéncia, factores de
risco, progndstico, padrao metastasico e resposta a terapia, o carcinoma da mama da gata foi
proposto como um bom modelo para o cancro de mama da mulher (Zappulli et al., 2005). Estes
carcinomas apresentam grande semelhanga morfoldgicas, ao contrario do que acontece com os
carcinomas da mama da cadela, que apesar também serem considerados modelo para o estudo
da mama da mulher, apresentam quase sempre grande comparticipacdo do componente

mioepitelial.

Neste trabalho foram analisadas 130 ndédulos mamarios, que foram classificados de
acordo com a sua apresentacdo, comportamento clinico ¢ padrdes histologicos em alteragdes
nao neoplasicas, neoplasias benignas e malignas.

A mama estd constantemente em modificagdo em resposta a regulacdo hormonal
nomeadamente na puberdade, na gestacdo e na lactacdo. Por vezes a mama aumenta originando
pseudotumores (Rosai, 1996; Guinebretiere et al., 2005). Alteragdes ndo neoplasicas como as
fibroquisticas sao das alteragdes mais comuns da mama da mulher (Rosai, 1996; Vogel, 2004;
Guinebretiere et al., 2005) e evidenciam pelo menos uma das seguintes altera¢des: fibrose,
adenose, quistos e hiperplasia epitelial (Guinebretiere et al., 2005). Neste estudo, as alteragdes
fibroquisticas corresponderam a 4,6% dos nodulos analisados, mas surgiram também
frequentemente na mama adjacente as neoplasias. Na gata sdo também frequentes as alteragdes
fibroadenomatosas (também designadas hiperplasia fibroepitelial ou hipertrofia mamaria
felina), que afectam gatas inteiras, jovens ou gestantes, e/ou submetidas a tratamento com
progestagéneos. Resultam da proliferacdo dos ductos mamarios e do tecido conjuntivo
intralobular em resposta a progesterona, e caracterizam-se pelo crescimento rapido de uma ou
varias glandulas mamarias (Moulton, 1990; Jones et al., 1997; Misdorp et al., 1999; de las
Mulas et al.,, 2000b; Rutteman et al., 2001; Loretti et al.,, 2005). As alteragdes

fibroadenomatosas corresponderam a 13% da série em estudo.
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A maioria das neoplasias analisadas era epitelial, o que estd de acordo com outros autores
(Brenner et al, 1998; Rutteman et al., 2001). Durante este periodo de 2 anos apenas
observamos um angiossarcoma primario da mama, que serd motivo de publicagdo. Os
carcinomas constituiram 72% da totalidade da série analisada e a 88% da totalidade das
neoplasias mamarias, frequéncia que estd de acordo com estudos prévios (Castagnaro 1998a, b;
Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002).

Toda a série ¢ referente a fémeas, revelando a existéncia de uma forte predisposicao
sexual (Theilen e Madewell, 1987; Moulthon, 1990; Skorupski et al., 2005; Zappulli et al.,
2005); durante um periodo de 6 anos apenas observamos 2 casos em machos submetidos a
tratamento com contraceptivos, uma alteragao fibroadenomatosa e um carcinoma de grau III.

A raca mais representada foi a Europeu Comum, o que reflecte a populagdo portuguesa de
felideos. A maioria das gatas apresentava idade média a avancada (média 10 anos),
observando-se diferencas na idade de aparecimento dos varios tipos histologicos. A maioria das
alteracdes ndo neoplasicas surgiu em animais mais jovens (media de 4,75 anos), enquanto os
carcinomas surgiram em média aos 11 anos. As neoplasias benignas, por seu turno, surgiram
em média aos 7,6 anos. A literatura consultada refere os 10-12 anos como a idade média no
momento da detec¢do dos carcinomas (Theilen e Madewell, 1987; Jones et al., 1997; Rutteman
et al., 2001; Skorupski et al., 2005). Quando analisamos a distribui¢ao etaria por ragas
verificdmos que a maioria das gatas siamesas desenvolveu carcinomas mais cedo, antes dos 11
anos de idade. Alguns estudos referem uma maior predisposi¢do nesta raga, que desenvolve
neoplasias mamarias por volta dos 9 anos (Rutteman et al., 2001; Zappulli et al. 2005).
Salientaram-se as gatas cruzadas com idade mediana de 15,5 anos no momento da excisao dos
carcinomas.

A gata possui 2 cadeias mamadrias com 4 mamas cada, 2 craneais (axilar e toracica) e 2
caudais (abdominal e inguinal) (Rutteman et al., 2001; Zappulli et al., 2005). A maioria das
alteragoes/lesdes analisadas era multipla, afectando uma ou ambas as cadeias mamarias;
surgiram preferencialmente na cadeia mamaria esquerda e as mamas caudais, em particular na
mama inguinal, o que também foi referido por Holzworth (1987) e Zappulli et al. (2005). A
ocorréncia de tumores multiplos do mesmo tipo ou de diferentes tipos histologicos estd bem
documentada na literatura (Theilen e Madewell, 1987; Moulthon, 1990; Misdorp, 2002). Em
caso de lesdes multiplas deve sempre considerar-se a possibilidade de envolvimento
metastasico por via linfo-hematégenea a partir do tumor primario (Misdorp, 2002; Zappulli et

al., 2005)
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Obtivemos informagdo acerca do estado reprodutivo e realizacdo de tratamentos
contraceptivos em 69 gatas, que foram maioritariamente castradas na altura da excisdo dos
ndédulos mamarios. As gatas inteiras apresentam risco de desenvolver neoplasias de mama sete
vezes superior ao das gatas castradas (Misdorp e Weijer, 1980; Holzworth, 1987; Moulthon,
1990; Rutteman et al., 2001; Zappulli et al., 2005). O efeito protector da ovariohisterectomia
antes do primeiro ano ¢ muito notdrio na gata (Morrison, 1998; Rutteman et al., 2001; Overley
et al., 2005) e, a esterilizagdo em idades avangadas associa-se ao aumento do risco de
neoplasias (Jones et al., 1997; Zappulli et al., 2005). Todavia, quando a castragdo ¢ realizada
no momento da excisdo dos nodulos mamarios ndo influencia a progressio da doenca
(Rutteman et al., 2001). A paridade também ndo se associa com o risco de neoplasia de mama
na gata (Misdorp et al., 1991; Zappulli et al., 2005), contrariamente ao referido na mulher (Ellis
etal., 2003).

Durante este estudo verificAmos o uso generalizado de medicamentos hormonais para
inibir o estro, produtos de uso especifico de Medicina Veterinaria (ex. Megecat™), ou pilulas
humanas (ex. Provera®). As gatas tratadas com estes produtos apresentaram frequéncias mais
elevadas dos 3 tipos de alteragdes mamarias analisadas. A associagdo da administragdo
prolongada de contraceptivos a base de progesterona e derivados com o desenvolvimento de
neoplasias mamarias foi relatada por varios autores (Theilen ¢ Madewell, 1987; Misdorp et al.,
1991; Rutteman e Misdorp, 1993), que referem que as gatas tratadas apresentam um risco 3
vezes superior as gatas nao tratadas de desenvolver neoplasias mamarias (Rutteman et al.,
2001); esta também bem documentado o desenvolvimento de alteragdo fibroadenomatosa total
(Holzworth, 1987; Martin de las Mulas et al., 2000b; Ordas et al., 2004; Loretti et al., 2005).
Todavia, os receptores de estrogéneo, pardmetro com valor progndstico no cancro de mama da
mulher e da cadela, na gata apresentam uma expressdo reduzida, ocorrendo a perda da
dependéncia hormonal durante a progressdo maligna (Martin de las Mulas et al., 2000a;
Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002; Millanta et al., 2005). A perda de expressdo de
receptores de estrogéneo pode, em parte, explicar a alta agressividade bioldgica dos carcinomas
da gata (Millanta et al., 2005). Alguns autores defendem que estes tumores s3o um bom modelo
para o estudo de carcinomas da mulher hormono-independente (Martin de las Mulas et al.,
2000a; Misdorp, 2002; Millanta et al., 2005).

Em Medicina Veterinaria, nas neoplasias da mama da gata, como na maioria dos outros
tumores, a cirurgia ¢ realizada com intencao curativa, sendo usualmente o tnico procedimento
terapéutico efectuado. Na nossa série que incluia lesdes provenientes de 24 clinicas e/ou

hospitais veterinarios de varios pontos do pais, a maioria dos carcinomas rasava os bordos de
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excisdo (73%) ou ndo tinha sido totalmente extirpada (21%). Apesar dos ganglios regionais
serem de facil acesso cirtirgico (Zappulli et al., 2005), a sua remogao foi rara. Estes 2 eventos
contribuem certamente para o mau prognéstico classicamente conotado aos carcinomas da

mama da gata.

Os tumores mamarios caninos desde ha varios anos que sdo estudados do ponto de vista
da oncologia comparativa pela sua semelhanca com os adenoma pleomérficos das glandulas
salivares humanas, e pelo controverso papel das células mioepiteliais na histogénese de
tumores complexos e mistos (Gértner et al., 1999; Rutteman et al., 2001). As lesdes da mama
da gata sdo contudo um tema pouco explorado (Morrison, 1998), por evidenciarem uma menor
heterogeneidade morfoldgica que as lesdes mamarias da cadela, com uma menor frequéncia de
envolvimento mioepitelial e/ou presenca de elementos heter6logos (Moulthon, 1990; Jones et
al., 1997; Misdorp et al., 1999). O contributo das células mioepiteliais na tumorigénese da
mama da gata tem sido ignorado e negligenciado, a semelhanca do que também tem vindo a ser
reconhecido na mama da mulher (Lakhani e O’Hare, 2001).

E critica corrente dos estudiosos que realizaram o sistema de classificagdo das lesdes
mamarias de canideos e felideos adoptado pela OMS, que a classificagdo em carcinomas
ductais e lobulares usada na mulher ndo deve ser adoptada em Medicina Veterinaria pois nao se
fundamenta numa légica de histogénese, que ¢ sempre desejavel (Misdorp, 1999; Misdorp,
2002). Porém, as tentativas de classificacdo histogenética sdo sempre controversas, sobretudo
na mama, dada a dificuldade em separar com clareza as células ductais e as células lobulares e,
também, pela dificuldade em compreender qual o papel das células mioepiteliais. Acresce
haver evidéncia biologica para acreditar que ambas as células do epitélio mamario, luminais
secretoras e basais/mioepiteliais, derivam de uma célula precursora (estaminal) com potencial
de diferenciagdo divergente (Lakhani e O’Hare, 2001; Ellis et al., 2003; Dontu et al., 2004;
Kalirai e Clarke, 2006). Por isso estes autores defendem que a classificacdo deve basear-se em
critérios morfologicos fenotipicos de apresentacdo com os quais sera possivel desenvolver
estudos de prognostico, que ainda sdo insuficientes na gata (Misdorp, 1999; Rutteman et al.,
2001; Misdorp, 2002). Até ao momento nao esta provado que a classificacdo histolégica nem o
grau de diferenciacdo dos carcinomas da mama da gata tenham significado progndstico
(Theilen e Madewell, 1987; Misdorp et al., 1999; Zappulli et al., 2005).

Apesar da classificagdio da OMS dos carcinomas da mama da gata se basear nas
caracteristicas morfologicas (Misdorp, 1999; Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002), nao

estabelece critérios para a sua avaliacdo; sugere que, na presenca de varios padrdes
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arquitecturais, se use a combinacao de padrdes para relatar no diagnostico, referindo o padrao
predominante em primeiro lugar, como por exemplo carcinoma so6lido-tubular (Misdorp, 1999;
Misdorp, 2002). Esta abordagem, que privilegia o fenodtipo, da lugar a grande heterogeneidade
de classificagdes e diagnodsticos, que ndo tém, ou t€m pouca associagdo, com o comportamento
biologico. Quando classificdmos as lesdes mamarias segundo os padrdes arquitecturais,
verificAmos que a maioria era heterogénea, com coexisténcia de 2 ou mais padrdes
arquitecturais. As formas puras, ou seja, com um padrdo morfolégico em mais de 90% da
extensdo tumoral, eram raras. Para a avaliagdo do padrao utilizamos o valor “cut off” de 50%:
sempre que um padrdo atingia 50% da extensdo tumoral era classificado desse tipo.
Verificamos contudo, que em muitos carcinomas nenhum dos padrdes morfologicos atingia o
valor cut-off, tendo sido designados de tumores de morfologia mista.

Observamos uma frequéncia elevada de lesdes de padrdo arquitectural sélido, ou padrdes
relacionados, como o padrdo cribriforme e o micropapilar, caracterizado por pequenas
aglomeragdes celulares papilares ndo associadas a estroma conjuntivo (Paterakos et al., 1999;
Ellis et al., 2003; Sakamoto et al., 2005). Embora o padrao micropapilar seja muito comum nos
carcinomas da gata, ndo ¢ reconhecido na classificagdo da OMS da gata e da cadela, sendo
classificado de papilar ou tubulo-papilar. Por esta razdo, ¢ por ndo existirem critérios de
avaliacdo dos varios padrdes arquitecturais, varios estudos referem o carcinoma papilar ou
tubulo-papilar como o tipo de carcinoma mais frequente (Rutteman et al., 2001; Dias Pereira et
al. 2004; Millanta et al., 2005). Todavia, ja em 1987 Holzworth referiu na gata a existéncia de
tumores com dareas papilares avasculares (Holzworth, 1987). Em Medicina Humana nas
primeiras descri¢des por Fisher et al. (1980), o padrao micropapilar foi incluido no espectro de
alteragdes dos carcinomas papilares mas, desde as descrigdes de Siriaunkgul e Tavassoli em
1993 que ¢ considerado uma entidade distinta de carcinoma (Kuroda et al., 2004a; Sakamoto et
al., 2005). Este padrao morfologico ¢ mais proximo do sélido que do papilar (Rosai, 1996).

Depois do exposto e, sendo os carcinomas da mama da gata tumores de elevada
agressividade biologica, e depois dos estudos ao longo dos anos ndo terem observado qualquer
associacdo entre o tipo histologico e o prognoéstico, hd uma questdo que nos parece relevante:

Para que serve classificar os carcinomas em tipos histoldgicos?

Para tentar responder a esta questdo e, em virtude de acharmos a classificagdo da OMS
dos carcinomas mamarios felinos omissa numas areas e de complexidade desnecessaria
noutras, tentamos agrupar as lesdes observadas conjugando os dois critérios: diferenciagao

histoldgica e fenotipo arquitectural, a exemplo do que ¢ feito na patologia mamaria da mulher,
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dada a sua semelhanca reciproca, por nos confirmada, a exemplo de outros investigadores
como Misdorp e Weijer (1980), Ivanyi et al. (1993) e Pérez-Alenza et al. (2004)

As neoplasias da mama da gata evidenciaram varios aspectos similares aos observados
em carcinomas da mama da mulher e das glandulas salivares:

- Muitos carcinomas apresentavam aspecto similar ao Carcinoma Adendide Cistico,
tumor caracterizado por apresentar células basofilicas pequenas dispostas segundo o padrdo
tubulo-trabecular, solido e cribriforme, separadas por estroma mucinoso e condrdide
mesenquimatoso (Foshini e Eusebi, 1998; Kleer ¢ Oberman, 1998; Reis-Filho et al., 2004).
Contudo, na gata ndo se confirmou a sua caracteristica natureza bifasica (Foshini e Eusebi,
1998; Simpson, 2002).

- Observamos a existéncia de carcinomas bifésicos caracterizados por proliferagdo de 2
populagdes celulares, epiteliais luminais e mioepiteliais: os carcinomas epiteliais-mioepiteliais
(CEMs). O CEM ¢ um tipo raro de neoplasia descrito na mama (Wilson ¢ Moran, 1997;
Foschini ¢ Eusebi, 1998; Foschini et al., 2003; Tavassoli ¢ Soares, 2003), glandulas salivares
(Mantesso et al., 2003; Colella et al., 2004), pulmao (Wilson ¢ Moran, 1997; Pelosi et al.,
2001) e pele do Homem (Seifert, 1998; Bult et al., 2000). Apesar de terem localizagdes
diferentes apresentam estrutura histoldgica e caracteristicas imuno-histoquimicas similares
(Seifert, 1998). Na bibliografia consultada apenas encontramos referéncia a 2 casos de CEM na
parétida de felideos domésticos (Sozmen et al., 1998).

- Observamos também a existéncia de carcinomas com focos de metaplasia condroide
(cartilagem mesenquimatosa e/ou bem diferenciada) a semelhanga do observado nos tumores
mistos da mama da cadela e tumores pleomorficos das glandulas salivares do Homem. Estes
casos de CEMs e os carcinomas metaplasicos com elementos heterdlogos reforca a inter-
relacdo dos carcinomas de mama da gata e os tumores de mama e das glandulas salivares do
Homem, como também ocorre entre os tumores complexos da mama das cadelas e os

adenomas pleomorficos da glandula salivar (Rutteman et al., 2001).

Depois de observarmos grupos tumorais com caracteristicas morfologicas tdo distintas
agrupamos os carcinomas consoante a sua diferenciacdo celular e morfologia em

- Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM).

- Carcinoma metaplésico - onde se incluiram todos os carcinomas invasores com areas
metaplasicas superiores a 10% da massa neoplasica total.

- Carcinoma micropapilar invasor: este grupo foi criado apos um estudo preliminar entre

os varios padrdes arquitecturais de carcinomas ductais invasores o ter salientado, a semelhanga
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do que tem vindo a ser descrito na mulher, como um grupo tumoral com alta agressividade
bioldgica (Luna-More et al., 1994; Walsh e Bleiweiss, 2001; Thor et al., 2002; Kuroda et al.,
2004a, b; Nassar, 2004; Kim et al., 2005).

- Carcinoma ductal invasor sem tipo especifico (CDI-STE): incluiu todos os carcinomas
que reproduziam estruturas ductais e que evidenciavam multiplas formas de apresentacao, mas
ndo apresentavam caracteristicas histoldgicas particulares que permitissem a sua classificagdo
nos grupos especificos anteriormente descritos, dai o uso do sufixo sem tipo especifico (STE)

ou sem outra especificacao (SOE).

Com base nestes critérios 65 carcinomas foram classificados como ductais (1 carcinoma
papilar in situ - CDIS - e 64 CDI-STE), 8 como CEMs, 12 como metaplasicos e os restantes 8
como micropapilares invasores. Quando comparamos estes tipos histologicos com as variaveis
clinico-patologicas, salientaram-se os CEMs por apresentarem critérios associados a bom
prognostico e os carcinomas metaplasicos € os micropapilares invasores por evidenciarem
caracteristicas conotadas com elevada agressividade bioldégica. Os CEMs surgiram
preferencialmente em gatas Siamesas e antes dos 8 anos; eram lesdes de pequenas dimensoes
(menor que 2 cm), crescimento lento, grau histologico e estadio baixos. Todos os outros tipos
histoldgicos surgiram principalmente depois dos 11 anos, apresentavam dimensao superior a 2
cm, grau histoldégico e nuclear moderado a alto e estadio avangado. Salientaram-se os
carcinomas metaplasicos com ulceragdo e invasdo da camada muscular em mais de 50% da
série e com a maior frequéncia de metéstases ganglionares. Os carcinomas metaplasicos e os
micropapilares foram também os que mais frequentemente evidenciaram grau III e permeagao

vascular.

O CDI-STE foi o tipo de carcinoma invasor mais comum na gata correspondendo a 69%
dos carcinomas, a semelhan¢a do referido na mulher (Rosai, 1996; Ellis et al., 2003), onde
representa a 40 a 75% dos carcinomas de mama (Ellis et al., 2003; Milanezi, 2005; Ribeiro-
Silva et al., 2005). Esta designagdo corresponde a um grupo amplo e heterogéneo de lesdes,
com varios padrdes morfoldgicos, que ndo exibem caracteristicas histologicas particulares para
serem classificados nos tipos especificos. Apesar da designagao de ductal sabe-se que este, bem
como todos os outros tipos de lesdo da mama da mulher, gata e cadela, tém origem na unidade
ducto-lobular terminal (Rosai, 1996; Petersen et al., 2001; Rutteman et al., 2001; Misdorp,
2002; Ellis et al., 2003; Zappulli et al., 2005). Sao as caracteristicas cito-arquitecturais de

diferenciagdo que estabelecem a identificacao e ndo a sua origem na mama (Rosai, 1996).
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Os CDI-STE da gata, a semelhanca da mulher, apresentam aspectos macro e
microscopicos variaveis (Rosai, 1996; Ellis et al., 2003). Eram lesdes frequentemente
multiplas, de tamanho variavel (64% tinham tamanho igual ou superior a 2 cm), que afectavam
gatas de idade avancada e apresentavam grau histologico II ou III, grau nuclear alto, estadio 2
ou 3, necrose e diferenciagdo epidermdide frequentes (71%). A frequéncia de diferenciagdo
epidermoide foi muito superior a referida na mulher (0,5-3,7%) (Brenner et al., 1998), o
mesmo se verificando na frequéncia do padrao micropapilar, presente em 82% dos CDI-STE da
gata e referenciado em apenas 3-6% dos CDI-STE da mulher (Ellis et al., 2003). A permeagao
vascular linfatica foi observada em 70% dos casos e 22% dos casos apresentavam metastases

nos ganglios regionais na altura da exerese.

Os CEMs felinos representaram 8,5% da totalidade dos carcinomas analisados;
frequéncia mais elevada que a referida para a mama da mulher (menos de 1%) (Korsching et
al., 2005). Eram massas sélidas e firmes, bem delimitadas mas nao capsuladas, caracterizadas
por proliferagdo bifasica de células epiteliais e mioepiteliais rodeadas por estroma escasso,
fibroso. As células luminais formavam ninhos ou corddes sélidos e eram rodeadas por uma
camada continua de células mioepiteliais, que ocasionalmente formavam agregados soélidos.
Eram lesdes de baixo grau histologico, estadio e indice mitdtico baixos, com necrose pouco
frequente. Estas caracteristicas estdo de acordo com as descrigdes dos CEMs do Homem
(Wilson e Moran., 1997; Rasbridge ¢ Millis, 1998; Ahmed e Heller, 2000; Kihara et al., 2001;
Pelosi et al., 2001; Mantesso et al., 2003; Papaevangelou et al., 2004; Reis-Filho et al., 2004).

Apresentavam limites expansivos mas, com uma observacao mais acurada, facilmente se
detectavam pequenos focos de invasdo, o que foi também referido por Simpson (2002) e
Colella et al (2004). A maioria ndo evidenciava diferenciagdo epidermoéide, evento comum nos
outros tipos histologicos analisados. Todas as lesdes eram solitarias, com excep¢do de uma
intraductal papilar invertida que era multicéntrica, devido a disseminacao intraductal da lesao.

Dos carcinomas analisados s6 um evidenciou permeag¢do vascular. Era um tumor ulcerado
de 2,5 cm, de alto grau histoldgico e nuclear, removido de uma gata de 14 anos. O componente
epitelial desta lesdo adquiriu padrao arquitectural micropapilar, invadiu de forma extensiva os
tecidos adjacentes e desenvolveu metastases ganglionares micropapilares. Este foi o tnico
CEM associado ao padrao micropapilar e foi a Unica gata com CEM que morreu de doenga
oncologica durante o estudo. Simpson (2002) referiu que ocasionalmente um dos componentes
do CEM pode sofrer indiferenciacdo e crescer predominando na lesdo, sob a forma de

carcinoma de alto grau ou de carcinoma fusiforme. A presenca de areas anaplasicas, margens

134



Discussao

infiltrativas (Foschini e Eusebi, 1998; Bult et al., 2000; Tavassoli ¢ Soares, 2003), actividade
mitotica e necrose (Bult et al., 2000; Jones et al., 2003) podem ser sugestivos de um fendtipo
mais agressivo, existindo o risco de metastases (Rasbridge e Millis, 1998; Ahmed e Heller,
2000; Tavassoli e Soares, 2003), que podem ser de natureza mioepitelial, carcinomatosa ou

bifasica (Rasbridge e Millis, 1998).

O carcinoma micropapilar invasor é um tipo histologico distinto de carcinoma ductal
invasor da mama, que tem sido associado a linfotropismo e uma incidéncia muito alta de
metastases ganglionares (Luna-More et al., 1994; Paterakos et al., 1999; Gunhan-Bilgen et al.,
2002; Thor et al., 2002; Nassar, 2004; Kim et al., 2005; Putti et al., 2005).

Esta variante tem caracteristicas histologicas distintas: pequenos aglomerados celulares
formando estruturas papilares avasculares (sem eixo conjuntivo) ou grupos morulados de
células epiteliais invasoras, rodeadas por lacunas vazias resultantes de retrac¢ao artefactual do
estroma, que mimetizam invasdo vascular (Luna-More, 1994; Paterakos et al., 1999; Walsh e
Bleiweiss, 2001; Gunhan-Bilgen et al., 2002; Ellis et al., 2003; Putti et al., 2005). As células,
cuboides ou poliédricas, de citoplasma acidofilo ou anfofilico e nucleo eucromatico,
apresentavam frequentemente polaridade celular invertida. A polaridade invertida ¢ uma
caracteristica deste tipo histologico (Kuroda et al., 2005b), na mama da mulher, foi confirmada
por estudos de ultra-estrutura (Paterakos et al., 1999; Ramalingam et al., 2003; Sakamoto et al.,
2005).

Na gata as formas puras eram raras e o padrdo micropapilar surgiu frequentemente
associado a outras formas mais comuns de carcinoma invasor, a semelhanca do referido na
mulher (Luna-More et al., 1994; Kuroda et al., 2004a; Ramalingam et al., 2003; Sakamoto et
al., 2005). Surgiu frequentemente associado ao padrdo solido e a pequenas areas papilares.
Neste estudo, a semelhanga do referido por Tsumagari et al. (2001), s6 classificamos como
micropapilares os carcinomas com componente micropapilar invasor igual ou superior a 50%
da massa neoplésica total. Porém, areas micropapilares menos extensas foram observadas em
82% dos CDI-STE e em 54% dos carcinomas metaplésicos.

Com base neste critério os carcinomas micropapilares constituiram 8,5% da totalidade
dos carcinomas da gata. A frequéncia deste tipo histologico na mama da mulher varia muito:
Zekioglu et al. (2004) referiu 2,6%, Luna-More et al. (1994) 2,7%, Tsumagari et al. (2001)
3,4%, Nassar (2004) 6% e Kim et al. (2005) 17,5%. Estas diferencas sdo justificadas por

algumas séries incluem todos os carcinomas com dareas micropapilares, outras sé incluem

135



Discussao

carcinomas com predominio do componente micropapilar (mais de 50% no estudo de
Tsumagari et al (2001) e mais de 75% no de Zekioglu et al. (2004)).

Os carcinomas micropapilares da gata eram tumores de grandes dimensdes, grau
histologico e nuclear altos e estadio avangado, a semelhanga do referido na mulher (Kuroda et
al., 2004a; Ramalingam et al., 2003; Kim et al., 2005). Todos apresentavam pequenos focos de
diferenciacdo epidermoide. Apesar da permeagao vascular neste estudo (87,5%) ser superior ao
referido por Ellis et al. (2003) na mulher (60%), a frac¢do de carcinomas metastasicos (25%) ¢
inferior ao mencionado pelos mesmos investigadores (72 a 77%). A semelhanca do referido na
mulher os émbolos e as metastases mantém o padrdo do tumor primario (Ellis et al., 2003). Na
mama adjacente ao carcinoma invasor, a maioria das gatas evidenciava CDIS (5/7) de padrao
micropapilar e sélido (em 4 casos) ou cribriforme (1 caso).

Recentemente em Medicina Humana foram descritos carcinomas de padrdo micropapilar
em varios o6rgdos nomeadamente no pulmado (Kuroda et al., 2005a; Kuroda et al., 2006) ¢
bexiga (Amin et al., 2002; Ramalingam et al., 2003; Nassar, 2004; Sakamoto et al., 2005;
Kuroda et al., 2006), ovario (Amin et al., 2002; Ramalingam et al., 2003), pélvis renal, ureter
(Dhouib et al., 2005; Holmang et al., 2006; Perez-Montiel et al., 2006) e glandula salivar
(Ramalingam et al., 2003; Nassar, 2004; Sakamoto et al., 2005). Todos tém estrutura
histologica similar e associam-se a extensa metastizagao ganglionar (Ramalingam et al., 2003;
Sakamoto et al., 2005). Este padrdo ndo parece ser especifico de nenhum local primario e,
sempre que presente deve pesquisar-se a existéncia de metastases (Amin et al., 2002;
Ramalingam et al., 2003). Varios estudos sugerem que independentemente da sua extensdo, as
areas micropapilares podem determinar o comportamento bioldgico do tumor (Walsh e

Bleiweiss, 2001; Kim et al., 2005).

Os carcinomas metaplésicos ocorrem em varios locais anatomicos e, apesar de serem
utilizadas diferentes terminologias, sdo aparentemente tumores similares (Kurian e Al-Nafussi,
2002). Na mama representam um grupo raro e heterogéneo de carcinomas invasores (Ellis et
al., 2003; Barnes et al., 2005; Reis-Filho et al., 2005; Dave et al., 2006; Tse et al., 2006) em
que o epitélio glandular sofreu metaplasia, de tipo ndo glandular ou em células
mesenquimatosas (Catroppo e Lara, 2001; Adem et al., 2002; Kurian e Al-Nafussi, 2002;
Barnes et al.,, 2005; Dave et al., 2006). Assim, esta designa¢ao refere-se a carcinomas
associados a areas de proliferagdo de células fusiformes, epidemoéides e/ou diferenciagdo
mesenquimatosa com presenga de elementos heterélogos, como osso ¢ cartilagem (Chao et al.,

1999; Catroppo e Lara, 2001; Ellis et al., 2003; Davis et al., 2005). O carcinoma metaplasico é
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uma neoplasia com diferenciagdo divergente, ndo sé varia de um tumor para outro como de
uma area para outra na mesma lesdo (Catroppo e Lara, 2001). Alguns destes carcinomas
comportam-se como sarcomas, sem envolvimento ganglionar regional e disseminagdo por via
sanguinea (Catroppo e Lara, 2001; Barnes et al., 2005; Davis et al., 2005; Leibl et al., 2005).

Neste estudo os carcinomas metapldsicos corresponderam a 12,7% da totalidade dos
carcinomas analisados, valor superior ao referido na mama da mulher (1%) (Ellis et al., 2003;
Barnes et al., 2005; Reis-Filho et al., 2005; Dave et al., 2006). Observamos 4 carcinomas com
areas epidermoides, 2 carcinomas de cé¢lulas fusiformes e 6 com diferenciagdo condroide. Os
carcinomas de células fusiformes observados e um dos carcinomas com componente
epidermodide eram formas puras, ndo associadas a carcinoma ductal invasor, situacdo bem
conhecida na mama da mulher (Behranwala et al., 2003; Ellis et al., 2003).

A maioria destes carcinomas surgiu em gatas de idade avancada e atingiu grandes
dimensdes (50% tinham mais de 3 cm de diametro); evidenciavam grau histologico, nuclear e
indices proliferativos altos, ulceracdo, invasdo da camada muscular e estadio alto, a semelhanca
do referido na mulher (Chao et al., 1999; Kurian ¢ Al-Nafussi, 2002; Behranwala et al., 2003;
Ellis et al., 2003; Tse et al., 2006). Apesar da metastizagdo ganglionar ser pouco frequente na
mulher (Chao et al., 1999; Bellino et al., 2003; Ellis et al., 2003; Barnes et al., 2005), na gata
este foi o tipo histologico com maior frequéncia de metastizagdo (41%). As metéstases foram
mais frequentes nos carcinomas com elementos heterélogos; duas das 4 metastases com origem
nestes carcinomas evidenciavam elementos metaplasicos, o que estd de acordo com os estudos
que referem que este tipo histoldégico geralmente manifesta o seu potencial metaplasico nas
metastases (Ellis et al., 2003). No grupo dos carcinomas com areas epidermoides, apenas o
carcinoma epidermoide puro desenvolveu metéastases. Na mulher, aproximadamente 10% dos
carcinomas epidermoéides puros e 19-25% dos com elementos heterdlogos apresentam
metastases ganglionares axilares no momento da apresentagdo e, alguns estudos, referem uma
maior frequéncia de envolvimento ganglionar (56%) nos carcinomas de células fusiformes
(Ellis et al., 2003). Todavia no nosso estudo nenhum carcinoma de células fusiformes
evidenciou metastases.

Alguns estudos na mama da mulher referem um progndstico desfavoravel em todo o
grupo de carcinomas metaplasicos, sendo a classificacdo em subtipos mais do interesse do
patologista que do clinico (Chao et al., 1999; Dunne et al., 2003; Leibl et al., 2005), outros
demonstram a existéncia de progndstico variavel dependendo do padrio histolégico (Catroppo

e Lara, 2001; Dunne et al., 2003, Davis et al., 2005).
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Quando efectuamos o estudo de sobrevivéncia, obtivemos um valor mediano de
sobrevivéncia total de 8 meses, que estd em concordancia com o referido em estudos prévios
(Rutteman et al., 2001; Castagnaro et al., 1998a,b; Skorupski et al., 2005). Quando
comparamos os tempos de sobrevivéncia livre de doenga e total com o tipo histologico
verificamos diferencas significativas: salientaram-se os CEMs com os melhores tempos de
sobrevivéncia e os carcinomas micropapilares e os metapldsicos com os piores tempos. Durante
o periodo de estudo apenas morreram 2 gatas com CEM, uma por complicagdes anestésicas
apods a cirurgia e outra por doenga oncolégica e, no final do periodo de seguimento, 67% das
gatas estavam vivas. Assim, comprovamos que os CEMs estavam associados a critérios clinico-
patoldgicos de menor agressividade biologica e a melhor prognéstico, o que estd certamente
relacionado com a presenga de células mioepiteliais, que pelos seus efeitos supressores do
crescimento ¢ invasdo sdo consideradas células supressoras dos tumores (Sternlicht et al. 1997,
Foschini et al. 2003). Também Castagnaro et al. (1998a) observaram um grupo de carcinomas
de mama de gatas com populacdo mioepitelial abundante, que estava associado a melhor
prognostico.

Os carcinomas micropapilares e metaplasicos, por oposicdo, associaram-se a critérios
histologicos de alta agressividade biologica, o que se traduziu em baixos tempos de
sobrevivéncia, livre de doenca e total, o que esta de acordo com o mau progndstico descrito na
literatura (Chao et al., 1999; Walsh e Bleiweiss, 2001; Dunne et al., 2003; Kuroda et al.,
2004a; Kim et al., 2005). O CDI-STE, sendo um grupo muito heterogéneo do ponto de vista
histologico, evidenciou comportamento intermédio entre os CEM e os outros tipos analisados.

Resultados similares foram observados no grupo de gatas com ganglios linfaticos
negativos (Ng) na andlise univariada. Neste grupo, o tipo histolégico foi mesmo factor de
prognoéstico independente, evidenciando os carcinomas metaplasicos e micropapilares um
aumento substancial do risco de morrerem por doenga oncologica; este aumento do risco foi de
4,4 vezes para os carcinomas metaplasicos e de 6,1 vezes para os carcinomas micropapilares.

Depois do exposto, podemos finalmente responder a questdo “Vale a pena classificar os
carcinomas?”: ¢ claro que a classificagdo em tipos histologicos ¢ importante, permitindo
distinguir grupos tumorais com comportamento biolégico distinto. E pois essencial a revisio da
classificagdo da mama da gata e a introdugao dos tipos histoldgicos aqui propostos.

A semelhanca do referido na mulher, o CDI-STE sendo o protétipo do cancro de mama
(Rosai, 1996) e constituindo uma grande propor¢do dos carcinomas mamarios, ¢ um grupo que
reflecte, do ponto de vista epidemiologico, as caracteristicas dos carcinomas como um todo

(Ellis et al., 2003); parte da agressividade biologica deste grupo, bem como dos carcinomas de
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mama da gata no geral, pode ser reflexo da presenca frequente do padrao arquitectural
micropapilar. A sua presenga, mesmo numa pequena fraccdo do tumor, pode determinar a sua
evolucdo (Ramalingam et al., 2003; Kim et al., 2005), pelo que alguns autores recomendam
mencionar a ocorréncia deste padrdo e a sua percentagem relativa no relatério de Anatomia

Patologica de qualquer tipo tumoral (Ramalingam et al., 2003; Kim et al., 2005).

E também premente a graduagio das lesdes mamarias por rotina, pois verificimos que os
diferentes graus estavam associados a diferengas nos tempos de sobrevivéncia, livre de doenga
e total, na anélise univariada da totalidade da série e no grupo das gatas Ny, apresentando os
carcinomas de grau III os piores tempos de sobrevivéncia. A andlise multivariada evidenciou
também o grau histologico como factor de prognostico independente relativamente a
sobrevivéncia livre de doenca e total na totalidade da série de carcinomas e, para a
sobrevivéncia total no grupo de gatas Ny. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de
Misdorp e Weijer (1980) que referiram que o grau estava associado com a sobrevivéncia pOs-
cirurgica na mama da gata. Assim, achamos que todos os carcinomas mamarios devem ser
graduados e, a conjugacdo da informag¢ao do tipo histologico com o grau permite prever de
forma mais acurada o comportamento bioldgico das lesdes (Ellis et al., 2003). Pelo exposto,
recomendamos a graduacao dos carcinomas de mama, o que ainda ndo € pratica corrente em
Medicina Veterindria.

Outros critérios de grande importancia para avaliar a oncobiologia dos carcinomas de
mama da gata sdo a pesquisa de permeagdo vascular e de metédstases ganglionares regionais,
parametros que se revelaram prognostico na andlise univariada para a sobrevivéncia livre de
doenca e total, o que foi também referido por Misdorp e Weijer (1980) e Rutteman et al.
(2001). Na andlise multivariada foram factores de prognostico independentes a permeacao
linfatica nas gatas Ny e a metastizacdo ganglionar na totalidade da série. O seu valor
prognoéstico no cancro de mama da mulher, bem como do tipo e grau histologico e dos indices
de proliferagdo, entre outros, esta bem documentado na literatura (Weidner et al., 1992; van de
Vijver et al., 2002; Kuru et al., 2003; Milanezi, 2005). A dimensdo das lesdes foi também
factor de prognoéstico para a sobrevivéncia livre de doenga, o que também foi referido por
MacEwen et al. ¢ Weijer e Hart (citados por Skorupski et al., 2005) e Morrison (1998) na
mama da gata mas para a sobrevivéncia total; Rutteman et al., (2001) refere que o tamanho ¢é o
unico factor com importancia comprovada no progndstico das gatas. Assim, tem de haver um
esfor¢o de “sensibilizagdo” ndo s6 dos proprietarios para a excisdo precoce das lesoes

mamarias, mas também dos cirurgides para, que ao remover as lesdes, o fagam com margem de
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seguranca livre de doenga oncolodgica, e “tentem” pesquisar € remover os ganglios linfaticos
regionais.

Este trabalho revela que um estudo de Anatomia Patoldgica de rotina, mesmo sem o
recurso a outros marcadores moleculares, permite separar claramente gatas com baixo e alto

risco de progressao da doenga oncologica.

Neste estudo recorremos a marcagdo por imuno-histoquimica com vimentina e
marcadores de diferenciacdo basal/mioepitelial, para confirmar as caracteristicas bifasicas do
CEM e distinguir os carcinomas invasores dos CDIS, o que nem sempre ¢ facil utilizando a
coloragdo de H&E, como revelam os estudos de Damiani et al. (1999), Zhang et al. (2003) ¢
Hill e Yeh (2005). A aparéncia das células mioepiteliais varia dependendo do estado fisioldgico
ou patologico (Ahmed e Heller, 2000; Pelosi et al., 2001; Simpson, 2002; Agnantis, 2005) e,
frequentemente na mama da gata, carcinomas invasores mimetizavam lesdes in Situ.

Viérios estudos referem a existéncia de 2 camadas de celulas parenquimatosa na glandula
mamaria, uma luminal/glandular e a outra, justaposta a membrana basal, designada de
basal/mioepitelial (Singh Gill et al., 2000; Jones et al., 2000; Simpson, 2002; Agnantis, 2005).
A camada luminal expressa citoqueratinas (CKs) de baixo peso molecular (CKS8, CK18; CK19)
e, as células mioepiteliais, de aspecto cubdide ou fusiforme, expressam queratinas de alto peso
molecular (CK5, CK14, CK17) e proteinas contracteis, mas sdo negativas as queratinas
luminais (Rakha et al., 2006). Recentemente foi identificada terceira populagdo celular no
compartimento luminal da mama ndo neoplasica que expressa queratinas basais sem expressao
de queratinas luminais ou marcadores mioepiteliais, que se pensa representar células
progenitoras adultas ou estaminais (Douglas-Jones et al., 2005; Gusterson et al., 2005; Rakha
et al., 2006). A maioria dos carcinomas tem origem no componente luminal e expressa
citoqueratinas luminais (Petersen et al., 2001; Gusterson et al., 2005).

As células mioepiteliais formam uma camada continua nos carcinomas in Situ e estdo
ausentes na maioria dos carcinomas invasores (Damiani et al., 1999; Adriance et al., 2005).
Podem ser evidenciadas por métodos de imuno-histoquimica, marcando pela o-actina do
musculo liso, calponina, miosina do musculo liso de cadeia pesada, S100, algumas
citoqueratinas (ex. CK14) (Jones et al, 2000; Pelosi et al., 2001; Jones et al., 2003; Tavassoli e
Soares, 2003; Agnantis, 2005), maspina, p63 (Lakhani e O'Hare, 2001; Reis-Filho et al., 2001;
Simpson, 2002) e vimentina (Foschini e Eusebi, 1998).

140



Discussao

A calponina ¢ uma proteina de 34 kD com fung¢do reguladora da contrac¢ao do musculo
liso, mais especifica do mioepitélio que a actina do musculo liso (Damiani et al., 1999;
Espinosa de los Monteros et al., 2002; Douglas-Jones et al., 2005). O anticorpo anti-calponina
também reconhece componentes mesenquimatosos como os miofibroblastos (Damiani et al.,

1999; Werling et al., 2003; Edwards et al., 2004; Hill e Yeh, 2005).

O p63 ¢ um factor de transcrigdo nuclear homologo do gene p53 (Gama et al., 2003,
Werling et al., 2003; Edwards et al., 2004; Ribeiro-Silva et al., 2005; Tse et al., 2006),
necessario a regulagdo da diferenciacdo e proliferagdo das células epiteliais
progenitoras/estaminais (Reis-Filho et al., 2003b; Ribeiro-Silva et al., 2005). A proteina p63 ¢é
expressa nas células basais de varios epitélios estratificados (Gama et al., 2003; Ribeiro-Silva
et al., 2003; Tse et al., 2006) sendo provavelmente necessaria a sua diferenciagdo (Edwards et
al., 2004; Matos et al., 2005). Na mama ndo neoplasica é expressa nas células mioepiteliais
(Gama et al., 2003; Ribeiro-Silva et al., 2003; Tse et al., 2006), basais e nas células estaminais,
mas sO raramente ¢ expressa nos carcinomas invasores e metastases (Reis-Filho et al., 2003).

A CK14 ¢ expressa na camada basal dos epitélios estratificados e nas células mioepiteliais
(Gama et al., 2003; Reis-Filho et al., 2003b; Gusterson et al., 2005). Nao encontramos, na
bibliografia consultada, nenhum estudo da expressao de CK14, p63 ou calponina em lesdes de

mama da gata.

A vimentina é a proteina mais abundante dos filamentos intermédios das células
conjuntivas. No tecido mamario ndo neoplésico e neoplasias benignas a expressiao de vimentina
foi observada nas células estromais e mioepiteliais, o que esta de acordo com estudos prévios
(Hellmen e Lindgren, 1989; Girtner et al., 1999; Gama et al., 2003). Contrariamente ao estudo
de Korsching et al. (2005) que observou expressdo de vimentina numa minoria de carcinomas
ductais invasores da mulher, no nosso estudo, a maioria dos carcinomas expressou este
marcador. A expressdo difusa foi mais frequente em carcinomas de alto grau histologico e
nuclear e ocorreu principalmente em carcinomas metaplasicos, tipo histologico que apresentou
os piores tempos de sobrevivéncia; estas associagdes entre a expressdo de vimentina e o grau
histologico (Gilles et al., 1996; Willipinski-stapelfeldt et al., 2005) e a sobrevivéncia (Gilles et
al., 1996) estdo bem documentadas na mama da mulher. A expressdo de vimentina foi
interpretada por varios autores como um sinal de transi¢ao epitelio-mesenquima (Gilles et al.,
1996; Petersen et al., 2001; Korsching et al., 2005; Bindels et al., 2006; Livasy et al., 2006),
uma fase terminal de indiferenciacdo tumoral, geralmente associada a alto potencial invasor

(Gilles et al., 1996; Korsching et al., 2005; Bindels et al., 2006). Estudos de hibridagao
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gendmica comparada comprovaram que os carcinomas de alto grau apresentam um nimero
significativo de alteracdes genOmicas, o que pode alterar a expressdo de varios genes;
alteragdes epigenéticas podem também promover a expressdo de proteinas que estdo
silenciadas nas células normais, nomeadamante de vimentina (Reis-Filho, 2005). Estudos
recentes sugerem que a expressao de vimentina pode ser uma evidéncia de que as neoplasias

tenham origem em células estaminais (Korsching et al., 2005; Livasy et al., 2006).

No nosso estudo as lesdes de CDIS também evidenciaram expressdo focal de vimentina, o

que também foi referido por outros autores (Korsching et al., 2005; Reis-Filho, 2005).

Todos os marcadores basais/mioepiteliais estudados apresentaram expressdo constante
nas células basais/mioepiteliais da mama nao neoplasica e neoplasias benignas, o que esta de
acordo com varios trabalhos (Damiani et al., 1999; Martin de las Mulas et al., 2002; Espinosa
de los Monteros et al., 2002; Gama et al., 2003; Ribeiro-Silva et al., 2003; Matos et al., 2005,
Livasy et al., 2006; Rakha et al., 2006). O recurso a estes marcadores permitiu verificar que,
contrariamente ao referido na literatura, as células basais/mioepiteliais ndo sdo raras nos
tumores de mama da gata.

No nosso, como em outros estudos, as células mioepiteliais dos CEMs revelaram forte
imunorreactividade aos varios marcadores estudados, confirmando a sua natureza bifasica
(Simpson, 2002; Foschini et al., 2003; Kesse-Adu e Shousha, 2004; Hungermann et al., 2005).
E possivel que estes tumores com diferenciagio mioepitelial resultem da transformagio
neoplasica de células estaminais capazes de diferenciacdo divergente (Foschini e Eusebi, 1998;
Lakhani e O'Hare, 2001; Rakha et al., 2006).

Detectou-se ainda positividade basal/mioepitelial ocasional em carcinomas
micropapilares e, com alguma frequéncia em CDI-STE, que evidenciaram células
basais/mioepiteliais remanescentes ou hiperplasicas; em 4 CDI-STE observou-se populagdo
basal/mioepitelial abundante, positiva a calponina, CK14 e p63 que, nas areas de invasdo
apresentavam caracteristicas basais, perdendo a expressdao de calponina. Estas observagdes
estdo de acordo com as caracteristicas supressoras da invasdo classicamente atribuidas as
células mioepiteliais (Sternlicht et al., 1997; Jones et al., 2003; Adriance et al., 2005). O
“desligar” do fenotipo mioepitelial para evidenciar caracteristicas basais também estd de acordo
com o que tem vindo a ser extensamente descrito na literatura de Medicina Humana nos
ultimos anos, que referem a maior agressividade biologica dos tumores de células basais (Jones
et al., 2004; Nielson et al., 2004; Gusterson et al., 2005; Rakha et al., 2006). O contributo das

células mioepiteliais nos CDI-STE ¢ pouco clara mas, diferenciagdo mioepitelial focal ou
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difusa, avaliada por imuno-histoquimica, ¢ detectada em 1 a 18% dos casos de CDI-STE da
mulher (Lakhani ¢ O Hare, 2001; Jones et al., 2004).

Nos carcinomas metaplasicos além da positividade difusa a vimentina, observou-se
positividade a calponina e p63 em ambos os carcinomas de células fusiformes ainda que fosse
inconstante e ténue; um dos carcinomas evidenciou ainda positividade a CK14. Estes resultados
estdo em concordancia com estudos na mama da mulher (Foschini et al., 2003; Hungermann et
al., 2005; Tse et al., 2006). O p63 pode ser util para a identificagdo dos carcinomas de células
fusiformes ja que os sarcomas sdo negativos a este marcador (Tse et al., 2006). Observou-se
ainda positividade constante a CK14 e p63 na camada basal das areas epidermoides, mas nao
nas areas glandulares; estudos recentes tém referido que o p63 ¢ um bom indicador de células
basais dos carcinomas epidermoides indiferenciados ou CDI com dareas epidermoides (Reis-
Filho et al., 2003a; Edwards et al., 2004; Matos et al., 2005; Tse et al., 2006).

Os carcinomas metaplasicos com elementos heterologos apresentaram positividade rara a
todos os marcadores. Contudo, neste ultimo grupo lesional era frequente a presenca de granulos
positivos a calponina no citoplasma das células carcinomatosas, o que pode ser reminiscéncia
de filamentos intermédios que sdo perdidos durante a cancerizagdo, ou podem ser um sinal de
diferenciagdo mioepitelial incompleta (abortiva). Todos os subtipos de carcinomas
metaplasicos, em particular os de células fusiformes, evidenciaram imunomarcacgdo sugestiva
de histogénese mioepitelial, & semelhanga do que tem vindo a ser descrito na mama da mulher
(Dunne et al., 2003; Reis-Filho et al., 2003a; Reis-Filho et al., 2003b). Oberman et al. citado
por Reis-Filho et al. (2003a), descreveram o carcinoma metaplasico como um grupo de
carcinomas bifasicos da mama, que exibem frequentemente diferenciacdo epidermoide, e
componentes mesenquimatosos incluindo células fusiformes, osso, cartilagem, estroma
mixoide e/ou células gigantes. H4 contudo uma grande controvérsia relativamente a
histogénese destes tumores: de acordo com alguns autores derivam de células mioepiteliais,
outros defendem uma origem no epitélio secretor. Varias linhas de investigacdo favorecem a
génese mioepitelial: em células mioepiteliais reactivas e tumores de células mioepiteliais sdo
observadas frequentemente alteracdes metapldsicas, epidermoéides e/ou mesenquimatosas,
eventos raramente associados as células luminais (Reis-Filho et al., 2003a). Ha evidéncias que
sugerem que a diferenciagdo mioepitelial pode ser incompleta (Petersen et al., 2001; Reis-
Filho, 2005). Se uma neoplasia expressa actina de musculo liso, CD10 e vimentina mas nio
apresenta positividade ao p63 ou outro marcador basal/mioepitelial ndo se pode refutar a

possibilidade de ser de origem mioepitelial (Reis-Filho, 2005).
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Se na mulher a célula mioepitelial ¢ a “cinderela” do tecido mamario, que tem sido
ignorada no contexto do cancro de mama (Lakhani e O'Hare, 2001), ainda o ¢ mais na gata
onde ha a “tradicdo” de que esta célula ndo ¢ importante na tumorigénese da mama da gata,
contrariamente ao observado na cadela. S3o obviamente necessarios outros estudos para
confirmar a histogénese basal/mioepitelial dos carcinomas metaplasicos dos felinos.

A maioria dos carcinomas expressou CK14 nas células luminais, observando-se expressao
difusa principalmente nos carcinomas metaplasicos; o CEM foi o tipo histologico que
evidenciou com menor frequéncia positividade nas células luminais. A imunorreactividade a
CK14 foi observada de forma quase constante nos ninhos de invasao. A marcagao por esta CK
basal pode sugerir que os carcinomas da mama da gata apresentam células de fendtipo
basal/mioepitelial, o que pode também ser responsavel pela sua alta agressividade biologica.

Varios estudos com marcadores basais t€ém evidenciado a existéncia de um grupo de
carcinomas humanos com caracteristicas basais, com origem provavel em células estaminais da
mama (Gusterson et al., 2005; Reis-Filho et al., 2003b; Ribeiro-Silva et al., 2005; Rakha et al.,
2006). Estes tumores sdo um grupo bioldgica e morfologicamente diverso, mas evidenciam alto
grau histologico, sdo negativos ao HER-2 e a receptores hormonais, e associam-se a recidiva
precoce ¢ a mau prognostico (Reis-Filho et al., 2003a; Jones et al., 2004; Nielsen et al., 2004;
Rakha et al., 2006). Cerca de 18% a 29% dos carcinomas de mama da mulher evidenciam
fenodtipo basal/mioepitelial (Reis-Filho et al., 2003b; Jones et al., 2004; Kesse-Adu e Shousha,
2004; Nielsen et al., 2004; Gusterson et al., 2005; Livasy et al., 2006; Rakha et al., 2006), que
pode ser parcial ou incompleto, co-existindo com a expressdo de citoqueratinas luminais
(Gusterson et al., 2005; Ribeiro-Silva et al., 2005). Com o advento da técnica de “microarrays”
o fendtipo basal tornou-se mais notorio (Reis-Filho et al., 2003a; Gusterson et al., 2005),
principalmente quando se tornou 6bvio que os fendtipos de expressdo genética (assinatura
genética) evidenciados por esta técnica eram sobreponiveis com resultados obtidos por imuno-
histoquimica. Assim, um painel de anticorpos pode, de forma bastante solida, identificar o
fendtipo basal e/ou basaldide (“basal-like”) dos carcinomas da mama da mulher (Nielsen et al.,

2004; Livasy et al., 2006).

A taxa de proliferagdo ¢ um factor de prognostico nos tumores da mama da mulher e da
gata (Zappulli et al., 2005). Este parametro pode ser avaliado pela contagem do numero de
mitoses, por citometria de fluxo (fase S), contagem de AgNORs, e pelos indices de PCNA e de
Ki-67 (Castagnaro et al. 1998b; Dias Pereira et al., 2004; Zappulli et al., 2005).
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A proteina Ki-67 é uma proteina ndo-histona com cerca de 345 a 395 kD (Gerdes et al.,
1983), muito conservada na escala filogenética (Preziosi et al., 2002; Dias Pereira et al., 2004),
que se pensa ser essencial a divisdo celular (Brown e Gatter, 2002). E expressa durante as fases
G1, S, G2 e M do ciclo celular, mas ndo nas células em Gy (Gerdes et al., 1983; Castagnaro et
al. 1998b, Geraldes et al., 2000; Zuccari et al., 2004). Tem uma localizagdo muito especifica no
nucleo e a sua presenca na célula € rigorosamente controlada, com uma semi-vida de cerca 60 a
90 minutos (Brown e Gatter, 2002).

Neste estudo obtivemos imunorreactividade ao antigénio Ki-67 na totalidade da série,
com positividade nuclear moderada a forte e marcagdo nucleolar a semelhanca do referido por
Leonardi et al. (1992) ¢ Castagnaro et al. (1998b). As mitoses evidenciaram sempre uma forte
marcag¢do. Os indices proliferativos foram mais baixos nas altera¢des fibroquisticas e tumores
benignos e altos nas alteracdes fibroadenomatosas e nos carcinomas. A alteragdo
fibroadenomatosa, alteracao fibroepitelial hiperpléasica, evidenciou indices de proliferagao
muito superiores aos observados nos fibroadenomas, quer no componente epitelial quer
estromal, e proximos dos observados nos carcinomas. Estes indices proliferativos reflectem-se
no desenvolvimento rapido desta alteracdo mamaria, em alguns dias a semanas, atingindo
grandes dimensdes (Holzworth, 1987; Martin de las Mulas et al. 2000b; MacDougall, 2003;
Loretti et al., 2005) e estdo de acordo com estudos prévios na mama da gata (Millanta et al.
2002; Dias Pereira et al. 2004). Quando comparamos as lesdes adjacentes aos carcinomas
verificAmos um aumento da proliferacao das alteracdes fibroquisticas para os CDIS, lesdo que
evidenciou indices proliferativos similares ou mesmo superiores aos carcinomas invasores,
sugerindo que estdo em evolugdo no processo de cancerizagdo. Indices proliferativos muito
altos devem ser considerados factores de risco pela possibilidade de originarem novas mutacdes
ou clones com maior agressividade biologica (Preziosi et al., 2002); na mulher estima-se que
25% dos CDIS de alto grau progridem para carcinoma invasor (Jones et al., 2003; Fernandez-
Aguilar et al., 2005).

Quando comparamos a proliferacdo das alteragdes fibroquisticas presentes na periferia
dos carcinomas e as solitarias, ndo se observaram diferencas marcadas mas, a mama adjacente
aos carcinomas evidenciou maior indice mitético, provavelmente por estar exposta a factores
de crescimento de origem tumoral.

Apesar de existirem poucos estudos da expressdo de antigénio Ki-67 na mama da gata, os
resultados sdo controversos: Millanta et al. (2002a) ndo encontraram qualquer significado
prognoéstico do Ki-67 mas Castagnaro et al. (1998b) associam-no com a sobrevivéncia pos-

cirtrgica. Neste estudo, o indice mitotico relacionou-se de forma muito significativa com o
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indice de Ki-67. Obtivemos um valor mediano de Ki-67 nos carcinomas de 38,5% (variando
entre 2,2% e 77,7%), valores superiores aos referidos na gata por Castagnaro et al. (1998b),
Preziosi et al. (1995) e Dias Pereira et al. (2004) (valor maximo de 49,7%, 26,5% e 20,6%,
respectivamente) mas, todos estes estudos usaram séries mais pequenas. Quando analisdmos os
varios tipos histologicos, verificAmos que os CEMs eram os menos proliferativos, o que esta de
acordo com lesdes de pequenas dimensdes de evolucdo lenta; todos os restantes tipos
neoplasicos eram muito proliferativos, em particular os carcinomas metaplasicos. Pelo
contrario, estudos prévios na mama da gata ndo observaram associacdo do Ki-67 ¢ o tipo
histologico (Preziosi et al., 1995; Castagnaro et al. 1998b; Dias Pereira et al., 2004). A
proliferacdo baixa nos CEMs pode ser justificada pela capacidade das células mioepiteliais
inibirem o crescimento celular, induzindo a interrup¢ao do ciclo celular na transi¢do G,/M
(Adriance et al., 2005), pelos seus efeitos inibidores na angiogénese e também pela sintese de
proteases inibidoras como a maspina (Sternlicht et al., 1997; Brasky, 2003; Adriance et al.,
2005).

VerificAmos também um aumento dos indices de proliferagdo com o aumento do grau
histologico e do estadio, sendo particularmente altos nos carcinomas de grau III e de estadio 3.
Na gata, Millanta et al. (2002) ndo obtiveram associagdo com o grau, porém Dias Pereira et al.
(2004) observaram uma correlagdo positiva, mas nao significativa; a associagdo com o grau
histologico foi também referida na cadela (Perez Alenza et al. 1995; Pena et al. 1998) e na
mulher (Keshgegian ¢ Cnaan, 1995; Santini et al., 1996; Jensen et al., 2001).

Relativamente a extensdo da invasdo, observamos um aumento do indice mitdtico do
carcinoma in Situ para os carcinomas com invasido do estroma e destes para os com invasdo da
muscular, mas, ndo obtivemos associacdo com o indice de Ki-67. Estes resultados sugerem que
existe uma frac¢do de células detectadas pelo antigénio Ki-67 que ndo completam o ciclo
mitético; sdo provavelmente formas abortivas, células que pelo seu alto grau de aberragdo
gendmica sofrem apoptose. Varios estudos encontraram associacdo entre a apoptose € oS
indices proliferativos em tumores, nomeadamente da mama da mulher (Liu et al., 2001).

Os indices mitédtico e de Ki-67 associaram-se de forma significativa com outros critérios
clinico-patologicos cléssicos: a idade, o tamanho, o padrio de crescimento, a permeagdo
vascular e a metastizagdo. Todos os carcinomas de grandes dimensdes, com crescimento
infiltrativo, permeacdo vascular e/ou com metéstases ganglionares, evidenciaram valores
proliferativos muito superiores aos ndo associados a estes parametros. Os carcinomas com
metastases a distancia evidenciaram também indices altos. Preziosi et al. (1995) encontraram

associacao entre o indice de Ki-67 e o estadio histologico e obtiveram valores de Ki-67 (mas
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nao de mitoses) mais elevados em carcinomas de estadio histologico 2, com €mbolos e/ou
metastases; estes dados estdo de acordo com os resultados por nds obtidos, em que os
carcinomas com permeacdo vascular e metdstases apresentaram indices proliferativos mais
altos.

Os indices de proliferacdo associaram-se ainda com a expressaio de MMP1 e VEGF,
factores que colaboram no estabelecimento de um micro-ambiente favoravel ao crescimento
tumoral (Chambers e Matrisilian, 1997; Restucci et al., 2002; Nicollini et al., 2004).

Quando comparamos os carcinomas Ny e N; verificAmos que os carcinomas N; eram
significativamente mais proliferativos, o que esta de acordo com estudos na mulher (Liu et al.,
2001). Quando compardmos os carcinomas primarios € as respectivas metdstases ndo
observamos diferencas pois todas as lesdes eram muito proliferativas.

O indice de Ki-67 ¢ um factor de prognostico em varios tumores malignos. Na mulher a
maioria dos estudos mostra uma forte correlagdo com a evolucdo clinica, em analises uni e
multivariadas (Jansen et al., 2001; Brown e Gatter, 2002; Nicolini et al, 2004; Zuccari et al,
2004; Zappulli et al., 2005). Na mama da cadela os resultados sdo controversos mas, alguns
estudos revelaram que o indice mitotico (Castagnaro et al. 1998b; Queiroga e Lopes, 2002;
Zuccari et al., 2004) e de Ki-67 (Castagnaro et al. 1998b; Zuccari et al., 2004) sdo indicadores
de prognostico.

Para o estudo de sobrevivéncia os carcinomas foram categorizados em muito e pouco
proliferativos em fungdo do valor da mediana, a semelhanga do referido por Preziozi et al.
(2002). Ambos os indices proliferativos tiveram significado prognostico para a sobrevivéncia
total na andlise univariada. Gatas com carcinomas com indices proliferativos altos
apresentaram uma redu¢do do tempo de sobrevivéncia; estas diferencas eram bem notdrias na
sobrevivéncia total aos 12 meses: a sobrevivéncia das gatas com indices baixos era mais do
dobro da observada nas gatas com indices altos. Outros estudos na mama da gata também
referiram que o indice mitético (Sarli et al., 2003) e o de Ki-67 (Castagnaro et al., 1998b) eram
factor de prognoéstico. Relativamente a sobrevivéncia livre de doenga, apenas o indice mitdtico
evidenciou na analise univariada associacdo com o prognoéstico; todavia, observou-se uma forte
tendéncia das gatas com indices de Ki-67 altos a apresentarem piores tempos de sobrevivéncia,
aos 12 meses e no final do periodo de seguimento.

Na analise multivariada nenhum dos parametros obteve significado estatistico. Na
bibliografia consultada apenas encontramos um estudo na mama da gata com andlise
multivariada: Preziosi et al. (1995) obteve valor prognostico do indices mitdtico, mas ndo do

Ki-67, relativamente a sobrevivéncia total, quer na analise uni quer na multivariada. Esta
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diferenca de resultados e a escassez de estudos com seguimento revela o quanto ¢ imperativo a
realizacdo de novos trabalhos de investigagdo e em séries mais amplas para validar o valor
prognostico dos indices proliferativos.

Apesar de neste estudo os indices proliferativos ndao serem critério de prognostico
independente, permitem identificar grupos de gatas com carcinomas associados a maior
agressividade biologica e piores tempos de sobrevivéncia, livre de doencga e total, com risco

aumentado de morte por cancro de mama.

O primeiro evento da invasdo e metastizagdo ¢ a “fuga” das células do tumor primario,
que envolve a desregulardo da adesdo célula a célula (Franchi et al., 1996; Dincer et al., 2001,
Gupta et al., 2003; Charpin et al., 2005). A adesdo celular é importante numa variedade de
processos fisiologicos, como a morfogénese (Behrens, 1999; Han et al., 1999; Vleminckx e
Kemler, 1999; Yoshida et al., 2001), a transdugdo de sinais e a manuten¢do da estrutura e
integridade dos tecidos (Davidson et al., 2000; Bankfalvi et al., 2002; Charpin et al., 2005) ¢
esta também implicada na progressdo tumoral (Yoshida et al., 2001; Brunetti et al., 2005). As
caderinas medeiam a adesao celular por meio de ligagdes homotipicas dependentes de calcio
(Jeffers et al., 1997, Wijnhoven et al., 2000; Bankfalvi et al., 2002; Ozawa, 2002). Foram
descritas varias classes de caderinas, das quais a caderina epitelial (E) parece ser o principal
mediador de adesdo e da integridade epitelial (Berx et al., 1998; Vleminckx et al., 1991;
Pignatelli, 1993; Elangbam, 1997; Wheelock et al., 2001).

A caderina E ¢ uma glicoproteina transmembranar com 120 kD (Vleminckx et al., 1991),
que através do seu dominio citoplasmatico, altamente conservado, interage com as cateninas o-,
- e y-, um grupo de proteinas de ligagdo que ancoram as moléculas de caderina aos filamentos
de actina do citoesqueleto (Shiozaki et al., 1996; Bukholm et al., 1998; Heimann et al., 2000;
Rocha et al., 2003; Cowin et al., 2005; Fuchs et al., 2005). O dominio extracelular forma
dimeros laterais com as células opostas criando uma estrutura semelhante a um fecho de correr
(De Leeuw et al., 1997; Behrens, 1999; Wijnhoven et al., 2000; Lampugnani et al., 2003). O
complexo caderina-cateninas € essencial a regulagdo da adesdo e € um componente chave das
jungdes adherens (Bukholm et al., 1998; Behrens, 1999; Vallorosi et al., 2000; Nagi et al.,
2005). Qualquer alteragdo na expressdao ou na estrutura do complexo caderina-cateninas pode
causar alteragdo da adesdo e, consequentemente, o aparecimento do fenétipo invasor (Shiozaki
et al., 1996; Bukholm et al., 1998; Wijnhoven et al., 2000; Carico et al., 2001; Chan et al.,
2003; Marques et al., 2004; Van de Putte et al., 2004; Nagi et al., 2005). Assim, foi sugerido
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que a caderina E (Gamallo et al., 1993; De Lecuw et al., 1997; Han et al., 1999; Kowalski et
al., 2003; Fuchs et al., 2005) e as cateninas (Faleiro Rodrigues et al., 2004) actuam como
moléculas supressoras dos tumores. Varios estudos mostraram que a expressdo aberrante de
caderina E estava associada a mau progndstico em varias tumores do Homem, incluindo a
mama (Heimann et al., 2000; Van Aken et al, 2001; Yoshida et al., 2001; Gupta et al., 2003;
Charpin et al., 2005). Em Medicina Veterinaria existem alguns estudos sobre a expressao de
caderina E em neoplasias da mama da cadela (Restucci et al., 1997; Brunetti et al., 2003; Reis
et al., 2003; Sarli et al., 2005) mas, apenas encontramos um estudo na mama da gata (Dias
Pereira e Gértner, 2003); em relagdo a B-catenina, na bibliografia consultada s6 encontramos
um estudo na mama da cadela (Brunetti et al., 2005).

No nosso estudo observamos expressdo preservada de caderina E e B-catenina nas
alteracdes/lesdes mamarias sem caracter maligno; a expressdo era membranar, de intensidade
forte e homogénea. Contrariamente, nos carcinomas a expressao era diminuida, heterogénea e
aberrante. A diminui¢do de caderina E em carcinomas de mama foi referida na gata por Dias
Pereira e Gartner (2003) e esta bem documentada na cadela (Brunetti et al., 2003; Reis et al.,
2003; Brunetti et al., 2005; Sarli et al., 2005; Matos et al., 2006) ¢ na mulher (Gamallo et al.,
1993; Jeffers et al., 1997; Davidson et al., 2000; Acs et al., 2001; Gupta et al., 2003; Charpin et
al., 2005). Quando comparamos as lesdes adjacentes aos carcinomas observamos o aumento
progressivo do fenotipo diminuido e da expressao aberrante de ambas as moléculas de adesao,
das alteracdes fibroquisticas para o CDIS, o que se acentuou nos carcinomas invasores.
Siitonen et al., Karayiannakis et al. (citados por Turashvili et al., 2005) e Wijnhoven et al.
(2000) também referiram alteracdo dos niveis de expressao de caderina E e/ou de B-catenina
nas lesdes de CDIS. Estas alteragdes sugerem que, as alteracdes do complexo caderina E-
cateninas sdo um evento importante na perda de diferenciacdo celular (Behrens, 1999;
Cavallaro et al., 2002) e precedem a invasdo (Bukholm et al., 1998).

No nosso trabalho, o fenotipo de caderina E e B-catenina era diminuido na maioria dos
carcinomas. A maioria evidenciava expressao citoplasmdtica aberrante de ambas as moléculas
de adesdo que, no caso da B-catenina, foi também observada a nivel nuclear, o que também foi
referido por Brunetti et al. (2005) na cadela. A expressdo da caderina E associou-se de forma
significativa com o grau histologico e com a extensdao da invasdo, observando-se ainda a
tendéncia ao aparecimento de fendtipo reduzido nos tipos histologicos micropapilar e
metaplasico, ¢ em tumores de grandes dimensdes. A P-catenina apenas se associou

significativamente com o tipo histoldgico, com fendtipo preservado nos CEMs e reduzido nos
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restantes tipos, em particular nos carcinomas metaplasicos. Nenhuma destas moléculas se
associou com a permeag¢do vascular ou a metastizacao.

A relacdo caderina E/B-catenina estava mantida e quando a expressdo de caderina
diminuia era acompanhada por uma diminui¢do da expressdo de -catenina, o que € consistente
com a formagdo de complexos entre as 2 moléculas de adesdo (Yoshida et al., 2001).

Neste estudo analisamos também a expressdao de caderina E e B-catenina em simultaneo.
Obtivemos fenotipo preservado de ambas as moléculas em apenas 19% dos carcinomas; os
restantes apresentavam fendtipo diminuido de pelo menos uma molécula de adesdo. O fen6tipo
de caderina E/B-catenina associou-se com o tipo histologico € com a invasdo. O fendtipo
diminuido foi também mais frequente nos carcinomas de alto grau histologico e nuclear, com
permeagdo linfatica e metastases ganglionares, o que estd de acordo com estudos que
demonstam que a perda de caderina E e das cateninas é um passo importante para o
aparecimento do fenotipo invasor e metastasico (Bukholm et al., 1998; Faleiro Rodrigues et al.,
2004).

Quando compardmos os carcinomas Ny com os N; verificAmos uma tendéncia dos
carcinomas N; a apresentarem fendtipo diminuido e aberrante de caderina E/B-catenina. So
33% (6/18) dos carcinomas com fendtipo preservado de ambas as moléculas desenvolveu
metastases ganglionares.

A perda da expressdo de caderina E pode facilitar a invasdo estromal das células mas,
neste estudo a semelhanga do referido por Jeffers et al. (1997), observamos imunomarcagao de
ambas as moléculas em células invasoras; esta marca¢do pode, no entanto, ndo corresponder a
expressdo de proteina funcional (Jeffers et al., 1997; Bukholm et al., 1998; Wijnhoven et al.,
2000; Cowin et al., 2005), ja que a perda de uma das cateninas pode causar inactivagido da
caderina E na auséncia de perda de expressdo (Jeffers et al., 1997). A maioria dos €émbolos
também expressava caderina E e B-catenina. A expressdo de caderina E nas metastases e
respectivos tumores primarios estavam diminuidas mas, algumas metastases re-expressaram
caderina E, o que estd de acordo com estudos na mama da mulher (Bukholm et al., 1998;
Brunetti et al., 2003; Kowalski et al., 2003). Surge assim a ideia que a modelac¢ao de caderina E
¢ dindmica e reversivel: a perda da expressdo favorece a invasdo e a disseminagdo mas a re-
expressdo favorece a sobrevivéncia das células embdlicas e o crescimento das células
metastasicas (Wijnhoven et al., 2000; Wheelock et al., 2001; Gupta et al., 2003; Kowalski et
al., 2003; Cowin et al., 2005). Os mecanismos reversiveis para silenciar a caderina E sao

provavelmente de natureza epigenéticas, como a hipermetilagdo do promotor (Acs et al., 2001;
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Berx e Van Roy, 2001; Cowin et al., 2005) ou alteragdes pods-transcripcionais como a
fosforilagdo das cateninas (Van Aken et al, 2001; Wheelock et al., 2001; Cowin et al., 2005).

Relativamente a -catenina, observamos um aumento do nimero de casos com expressao
diminuida nas metastases (63,6%) relativamente ao tumor primario (50%), o que pode sugerir
que esta molécula ¢ um melhor indicador de agressividade biologica que a Caderina E.
Contudo, esta diferenga requer futuras investigagdes para avaliar o seu verdadeiro impacto na
oncobiologia dos carcinomas da mama da gatas.

No nosso estudo ndo obtivemos associagdo com os indices de proliferagdo, nem com a
sobrevivéncia, livre de doenca ou total; contudo, observamos a tendéncia das gatas com
carcinomas de fendtipo diminuido de caderina E a apresentarem piores tempos de
sobrevivéncia livre de doenga. Também Brunetti et al. (2005) em estudos na mama de cadela
ndo obtiveram associacdo da caderina E e B-catenina com a proliferacdo celular nem com a
sobrevivéncia.

Através do seu papel na adesdo celular, a B-catenina tem fun¢do supressora da invasdo
(Faleiro Rodrigues, 2005); participa também na via de sinalizagdo Wingless/Wnt (Bukholm et
al., 1998; Cavallaro et al., 2002; Bierie et al., 2003; Howe ¢ Brown, 2004; Fuchs et al., 2005).
Livre no citoplasma a B-catenina ¢ translocada até ao nucleo onde modula a expressdo dos
varios genes (Shinohara et al., 1996; Polakis, 1999; Cavallaro et al., 2002; El-Bahrawy et al.,
2003; Miyoshi e Hennighausen, 2003; Rios-Doria et al., 2004), envolvidos na proliferagdo
celular, na sintese de MMPs, na carcinogénese ¢ na progressao dos tumores (Van Aken et al,
2001; Conacci-Sorrell et al, 2002 El-Bahrawy et al., 2003). Uma quantidade anormalmente alta
de B-catenina no citoplasma, parece indicar uma proteina com potencial oncogénico e, neste
estudo observdmos um nimero elevado de carcinomas com expressdo citoplasmatica e nuclear
de B-catenina. Esta dupla funcdo da B-catenina explica a sua actividade supressora dos tumores
e oncogénica (Shinohara et al., 1996; Berx et al., 1998; Davidson et al., 2000; Chung et al.,
2004; Van de Putte et al., 2004). Outro mecanismo associado ao comportamento invasor ¢
induzido pela ligagdo do HER-2/neu, a B-catenina (Behrens, 1999; Davidson et al., 2000; Hajra
e Fearon, 2002). A fosforilagdo das cateninas por cinases citoplasmaticas e por receptores
tirosina cinase, como o HER-2/neu esta associada a desregulacdo do complexo Caderina E-
cateninas diminuindo a adesao (Hajra e Fearon, 2002; Faleiro Rodrigues, 2005). Neste estudo a
maioria dos carcinomas HER-2 positivos apresentava diminui¢do da expressdo de B-catenina e

caderina E.
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A angiogénese ¢ o processo de formagdo de novos vasos a partir da rede vascular pré-
existente (Fox et al., 1995; Fox et al., 1997; Moses, 1997; Nakopoulou et al., 2002; Viacava et
al., 2004; Tlsty e Coussens, 2006). E um processo fisiologico estreitamente regulado pelo
balango entre multiplos factores estimuladores e inibidores (Fox et al., 1996; McMahon, 2000;
Foekens et al., 2001; Pidgeon et al., 2001; Valente et al., 2006; Tlsty e Coussens, 2006). A
angiogénese ¢ fundamental durante o desenvolvimento embriondrio (Ferrara e Davis-Smyth,
1997; Conti, 2002; Lampugnani et al., 2003; Loureiro et al., 2005), bem como no periodo pos-
natal (Ferrara e Davis-Smyth, 1997; Ferrara, 2001; Lincoln II et al., 2003); esta também
implicado no crescimento e invasao tumoral, sendo parte integrante da cascata metastasica
(Gasparini et al., 1997; Linderholm et al., 2000; Garvin e Dabrosin, 2003; Turashvili et al.,
2005).

A familia de factores de crescimento endotelial regula a vasculogénese, angiogénese e a
linfangiogénese (Pepper, 2001; Dvorak, 2002). O factor de crescimento endotelial (VEGF) ¢
um factor mitogénico muito especifico e selectivo (Maeda et al., 1998; Smith et al., 2000; Wen
et al., 2002; Konecny et al., 2004) e factor de sobrevivéncia das células endoteliais (Brown et
al., 1995; Lewis et al., 2000; Gunningham et al., 2000; Pidgeon et al., 2001; Xie et al., 2004).
Induz a migragao das células endoteliais (Gasparini et al., 1997; Nicolini et al., 2004; Viacava
et al., 2004) e causa a degradagdo do estroma através da activacdo de enzimas proteoliticas
envolvidas na angiogénese e na invasdo (Gasparini et al., 1997; Restucci et al., 2002; Tlsty e
Coussens, 2006). O VEGF ¢ uma proteina de 34-50 kD que se liga a um ou mais receptores
tirosina cinase transmembranares KDR/Flh-1 (VEGFR-1) e Flt-1 (VEGFR-2) (Gasparini, 2000;
Foekens et al., 2001; Sweeney et al., 2002; Lampugnani et al., 2003) ¢ Flt-4 (VEGFR-3)
(Gunningham et al., 2000; Lewis et al., 2000; Nakamura et al., 2005) que sdo expressos de
forma selectiva, nas células endoteliais (Gasparini et al., 1997; Smith et al., 2000; Orlandini et
al., 2003; Viacava et al., 2004). Todos os tecidos organicos sdo capazes de produzir VEGF
(Nicolini et al., 2004) mas, este € sintetizado principalmente por células endoteliais,
fibroblastos, macrofagos (Leek et al., 2000; Restucci et al., 2002). As células neoplasicas
expressam niveis altos de VEGF (Foekens et al., et al., 2001; Sweeney et al., 2002; Restucci et
al., 2002; Nicolini et al., 2004) que tem efeito autdcrino, estimulando o seu crescimento
(McMabhon, 2000; Kawai et al., 2002; Restucci et al., 2002), e paracrino, através dos receptores
presentes nas células endoteliais (Restucci et al., 2002). Os neovasos fornecem nutrientes ¢
oxigénio para o crescimento tumoral (Restucci et al., 2002; Nicollini et al., 2004) ¢ as enzimas
segregadas pelas células endoteliais em migragdo e pelas células tumorais degradam a matriz

extracelular favorecendo a migracao endotelial (Tlsty e Coussens, 2006) e a disseminagdo das
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células tumorais para a circulagdo (Weidner, 1998; Takahashi et al., 1995; Restucci et al.,
2002).

Neste estudo o VEGF estava expresso em todos os tipos de alteragdes/lesdes mamarias. A
expressdo aumentou significativamente das alteracdes sem caracter maligno para as neoplasias
malignas, o que esta de acordo com outros estudos (Takahashi et al., 1995; Obermair et al.,
1997; Milanta et al., 2002b; Viacava et al., 2004). Porém, foi inferior nas neoplasias benignas
que nas alteracdes ndo neoplasicas, o que ¢ justificado pela expressdo alta de VEGF nas
alteracdes fibroadenomatosas, quer no componente epitelial quer estromal.

Quando comparamos os carcinomas € as lesdes adjacentes observamos um aumento
progressivo da expressdo de VEGF das alteragdes fibroquisticas para os CDIS e destes para os
carcinomas invasores, que foi significativo do ponto de vista estatistico. Expressao de VEGF
alta em CDIS foi referida por varios estudos (Adams et al., 2000; Gasparini, 2000; Guidi et al.,
2000; Gunningham et al., 2000), e revela que o estimulo angiogénico surge antes do
aparecimento do fendtipo invasor (Brown et al., 1995; Sternlicht e Werb, 2001).

Nos carcinomas a expressao de VEGF associou-se de forma significativa com o tipo e o
grau histolégico, o grau nuclear e o estadio. Salientaram-se os CEMs com expressao baixa e os
carcinomas metaplasicos com indice alto na totalidade da série. Também Millanta et al.
(2002b) encontraram associagao entre expressao de VEGF e o tipo histologico dos carcinomas
da gata (em particular com o tipo papilar) e com o grau. A maioria dos estudos analisados na
mama da mulher ndo obteve associa¢do entre a expressdo de VEGF e os critérios clinico-
patologicos convencionais (Gasparini et al., 1997; Obermair et al., 1997; Adams et al., 2000;
Smith et al., 2000).

A expressio de VEGF também se associou com a necrose; na periferia das areas de
necrose era frequente observar extensa e intensa expressdo de VEGF nas células tumorais, o
que também foi referido por Restucci et al. (2002) na mama da cadela. Este facto pode estar
associado a hipoxia, situacdo em que ha um aumento da sintese e da libertagao de citocinas pro-
angiogénicas pelas células tumorais e pelos macrofagos (Gasparini, 2000; Leek et al., 2000;
Konecny et al., 2004). Observamos também associagdo com a permeagdo vascular ¢ com a
metastizagdo ganglionar, o que ndo foi referido por Millanta et al. (2002b) na gata. A
associacao entre a expressao de VEGF e a permeacao vascular era previsivel, uma vez que a
metastizacdo depende da capacidade das células tumorais induzirem angiogénese e/ou
linfangiogénese (Smith et al., 2000; Tse et al., 2004; Nakamura et al., 2005). Quando
comparamos os carcinomas Ny ¢ os N; verificamos uma forte associagdo com o envolvimento

ganglionar: todas as gatas com ganglios positivos evidenciavam VEGEF alto; porém Linderholm
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et al. (2000), na mama da mulher ndo obteve diferengas entre carcinomas Ny e os N;
(Linderholm et al., 2000). Nao se observaram diferengas entre os tumores primarios ¢ as suas
metastases pois todos (excepto uma metastase) evidenciaram VEGF alto. Os nossos resultados
estdo em concordancia com a literatura que sugere que tumores com sobre-expressao de VEGF
tém risco acrescido de doenga metastasica (Smith et al., 2000; Restucci et al., 2002). As células
metastdsicas ou das recidivas estdo programadas geneticamente para iniciar a angiogénese e,
aparentemente, podem promové-la imediatamente apos a implantagdo, contrariando o conceito
classico da laténcia das micrometéstases sem potencial angiogénico (Vajkoczy et al., 2002).

Constatamos também que os carcinomas com infiltrado inflamatério moderado a
abundante evidenciaram frequentemente indice alto de VEGF. Este factor além de estimular
directamente a angiogénese tumoral, pode ter um efeito indirecto por ser quimiotatico para os
macrofagos, que cooperam com as células tumorais na vascularizagdo produzindo VEGF (Leek
et al., 2000; Lewis et al., 2000; Yu e Rak, 2003). No entanto, a auséncia de associagao
estatistica pode sugerir que as células inflamatorias ndo desempenham um papel preponderante
na promog¢ao da angiogénese nos carcinomas da mama da gata.

A expressdao de VEGF associou-se com os indices mitotico e de Ki-67. Esta relagao era
teoricamente esperada pelo efeito autocrino do VEGF nas celulas tumorais (Gasparini et al.,
1997; De Jong et al., 1998; Nakopoulou et al., 2002; Donadio et al., 2005), e porque o suporte
vascular é necessario para o crescimento tumoral (Gasparini et al., 1997; Valente et al., 2006).
A expressao de VEGF associou-se também com a expressdao de MMP2 e TIMP1 mas ndo de
MMP1 e de HER2/neu. O aumento da expressdo de TIMP1 pode ser uma resposta a protedlise
aumentada promovida pela MMP2 e nao ao aumento de VEGF ja que o TIMP1 ¢ uma molécula
conhecida pelos seus efeitos anti-angiogénicos, por inibir a proliferacdo e migracdo endotelial
(Nakopoulou et al., 2002).

A expressdo de VEGF ndo teve valor prognéstico para a sobrevivéncia. Contudo,
verificou-se a tendéncia das gatas com carcinomas de indice alto a apresentarem piores tempos
de sobrevivéncia livre de doenca e total, o que estd de acordo com o observado por Milanta et
al. (2002b). A associagdo do VEGF e a sobrevivéncia no cancro de mama da mulher ¢é
controversa (Lee et al.,, 2002); em alguns estudos o VEGF foi factor de progndstico
independente para a sobrevivéncia (Gasparini et al. 1997; Wen et al. 2002) mas outros nao
obtiveram estas associag¢des (Obermair et al., 1997; Lee et al., 2002).

O VEGF ¢ a principal via angiogénica no cancro de mama da mulher e provavelmente da
gata mas, a vascularizacdo tumoral ¢ um processo dinamico, complexo e multifactorial (Leek et

al., 2000; Vajkoczy et al., 2002; Viacava et al., 2004). Apesar de ndo terem atingido
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significado estatistico relativamente a sobrevivéncia, os indices altos de VEGF identificam um
grupo de gatas associadas a doencga biologicamente muito agressiva (grau histologico e nuclear
altos, indices mitdtico e de Ki-67 altos, permeacdo vascular e metastizacdo ganglionar no
momento da cirurgia) que potencialmente podem beneficiar com uma terapéutica molecular

direccionada contra oVEGF e/ou os seus receptores.

A invasdo e a metastizagdo das células tumorais sdo processos complexos mas, 0s
primeiros passos desta cascata de eventos envolvem interacgdes célula-matriz, degradacao e
migragdo na matriz extracelular, que permitem passar de uma lesdo in situ a invasora (Basset et
al., 1997; Sternlicht e Werb, 2001). A capacidade para degradar a matriz extracelular implica
na biologia dos tumores uma familia de proteases denominadas metaloproteinases da matriz
(MMPs) (Basset et al., 1997; Jones ¢ Walker, 1997; Nakopoulou et al., 2003; Torng et al.,
2004). Outras questdes a que nos propusemos responder foram: Qual a importancia das
metaloproteinases da matriz 1 (MMP1) e MMP2 e do inibidor tecidular das metaloproteinases-

1 (TIMP1) no comportamento biologico dos carcinomas de mama da gata?

As metaloproteinases da matriz sdo enzimas proteoliticas que estdo implicadas em varios
aspectos biologicos nomeadamente a proliferacdo e diferencia¢do celular (Vu e Werb, 2000;
Chang ¢ Werb, 2001; Coussens et. al., 2002), a remodelagao da matriz extracelular (Murray et
al., 1998; Kurahara et al., 1999; Leppa et al., 2004), a vascularizagdo e migragdo celular
(Chang e Werb, 2001; Borg, 2004), a apoptose (Vu e Werb, 2000; Coussens et. al., 2002; Liu
et. al., 2005) ¢ a conversdo maligna (Coussens et. al., 2002). Estdo envolvidas no
desenvolvimento (Giannelli et al., 1997; Fata et al., 2004) ¢ a involugdo da glandula mamaria
(Johnsen et al., 1998; Green ¢ Lund, 2005) e em varios processos patologicos associados a
protedlise inapropriada (Sternlicht ¢ Werb, 2001; Loo et al., 2004).

As metaloproteinases sdo produzidas principalmente por fibroblastos (Basset et al., 1997;
Sternlicht ¢ Werb, 2001) sob a forma de zimogéneos (Nelson et al., 2000; Coussens et. al.,
2002; Sternlicht e Werb, 2001). A sua actividade é rigorosamente regulada desde a transcrigao,
a activagao dos zimogéneos e inibidores (Chambers e Matrisilian, 1997; Moses, 1997; Jones et.
al., 1999; Coussens et. al., 2002;Green e Lund, 2005). Em condigdes fisiologicas o balango
entre as MMPs e os seus inibidores ¢ essencial para a homeostasia da matriz extracelular

(Hirayama et al., 2002).

155



Discussao

Foram descritos 4 membros de inibidores tecidulares das metaloproteinases (TIMP1 a 4)
que apesar de inibirem a actividade de varias MMPs sdo relativamente especificos (Moses,
1997; Kurahara et al., 1999; Nakopoulou et al., 2003). Os TIMPs exercem um duplo controlo
sobre as MMPs inibindo as MMPs activadas e inibindo a sua activagdo (Hidalgo e Eckhardt,
2001). O TIMP1 ¢ considerado o maior regulador da actividade das MMPs nos tecidos
(Stamenkovic, 2000; Hirayama et al., 2002).

Virios estudos sugerem que as células do estroma cooperam com as células tumorais no
estabelecimento de um micro-ambiente propicio a invasdo (Chambers e Matrisilian, 1997,
Coussens et. al., 2002; DeClerck et al., 2004; Loo et al., 2004). Nas necoplasias as MMPs sao
produzidas principalmente por células do estroma mas, a sua expressao ¢ regulada pelas células
neoplasicas através de citocinas (Nelson et al, 2000; Hidalgo e Eckhardt, 2001), quimiocinas,
EMMPRIN (“extracellular matrix metaloprotease inductor”) (Jones e Walker, 1997; Johansson
et. al., 2000; Chang ¢ Werb, 2001) ¢/ou o TCSF (“Tumor cell-derived collagenase stimulatory
factor”) (Papparella et al., 2002). As MMPs contribuem potencialmente em todas as fases da
evolugdo neoplasica (Johansson et. al., 2000; Sternlicht e Werb, 2001) sendo particularmente
importantes na metastizacao, onde a capacidade das células invadirem e crescerem num 6rgao
particular depende da sua capacidade para induzir ou activar MMPs locais (Brown, 1998;
Stamenkovic, 2000).

As MMPs estdo associadas a invasdo em varios tipos tumorais mas, uma das mais
implicadas na progessdo do cancro ¢ a MMP2 (gelatinase A) (Basset et al., 1997; Grieu et al.,
2004) por degradar o colagéneo IV das membranas basais (Murray et al., 1998; Talvensaari-
Mattila et al., 1998). Niveis altos de MMP2 foram associados a invasdo ¢ mau prognostico em
carcinomas da mama, do pulmdo, da prostata, colon e estdmago (Johansson et. al., 2000;
Nakopoulou et al., 2003), da bexiga (Torng et al., 2004) e da cavidade oral (Kurahara et al.,
1999; Loukopoulos et al., 2003). Em oncologia veterinaria a expressdao de MMP2 foi referida
em neoplasias mamarias, osteossarcomas e mastocitomas de canideos (Loukopoulos et al.,
2003).

Apés degradar a membrana basal as células tém que atravessar o estroma, rico em
colagéneo tipo I e III, o que requer a ac¢ao de colagenases intersticiais, em particular a MMP1
(Benbow et al., 1999; Pardo ¢ Selman, 2005). Esta ¢ uma molécula ubiquitaria produzida
principalmente por fibroblastos (Benbow et al., 1999; Johansson et al., 2000) e foi associada a
mau prognoéstico no cancro colorectal e do es6fago (Murray et al., 1998; Johansson et. al.,

2000).
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Se as MMPs podem actuar como promotores naturais dos tumores, os seus inibidores
devem ter efeito contrario, inibindo a invasdo e a metastizagdo (Kurahara et al., 1999;
Sternlicht ¢ Werb, 2001; Xu et al., 2005). Porém, varios estudos no Homem referiram que os
TIMPs estdo sobre-expressos em tumores, o que estd frequentemente associado a mau
prognoéstico (Yoshiji et al., 1998; Méiti et al., 2000; Miyata et al., 2004; Liu et. al., 2005).
Alguns autores encontraram uma relacdo directa entre os niveis de TIMP1 e a
neovascularizagdo, o crescimento tumoral e a proliferagdo (Stamenkovic, 2000; Sternlicht e
Werb, 2001).

No nosso estudo observamos um aumento da expressio de MMPs nas neoplasias
malignas relativamente as alteragdes sem caracteristicas de malignidade, o que também foi
referido por Loukopoulos et al. (2003) na cadela e por Jones et al. (1999) ¢ Méita et al. (2000)
na mama da mulher. VerificAmos que as alteragcdes ndo neoplasicas, em particular as alteracdes
fibroadenomatosas, lesdes com extensa ramificacdo ductal, expressavam de forma constante
niveis de imunorreactividade altos de MMP1, MMP2 e TIMPI, enquanto as neoplasias
benignas expressavam niveis baixos. Quando analisimos as lesdes adjacentes aos carcinomas
verificAmos novamente um aumento da expressio de MMPs e TIMP1 das alteragdes
fibroquisticas para os carcinomas in Situ e destes para os invasores. Quando comparamos as
alteragdes fibroquisticas associadas a carcinomas com as solitarias verificdmos que estas
ultimas evidenciavam frequentemente sobre-expressao de MMPs; estas células apesar de nao
evidenciarem alteragcdes microscopicas evidenciavam maior actividade enzimatica sugestiva de
serem lesdes em evolugdo no processo de cancerizacdo. Estas lesdes deverao ser submetidas a
vigilancia clinica mas, novos estudos sdo necessarios para confirmar a sua importancia na
historia natural das lesdes de mama da gata.

Neste estudo observamos expressdo forte de MMPs e TIMP1 sob a forma granular ou
difusa, no citoplasma das células tumorais, nos fibroblastos e nas células inflamatorias, o que
foi referido por Papperella et al. (2002) e Loukopoulos et al. (2003) em neoplasias caninas ¢
estd extensamente descrito na bibliografia de Medicina Humana. Contudo, na bibliografia
consultada, ndo encontrdmos nenhum estudo na mama da gata. Relativamente a MMP2
observou-se expressdo constante nas células mioepiteliais das alteragdes ndo neoplésicas,
neoplasias benignas e malignas. A expressdo nas células mioepiteliais ¢ o reflexo da sua acgao
na formagao e remodelagdo das membranas basais da mama (Jones et al., 1999).

A expressao de MMP1 foi detectada na totalidade dos carcinomas. A sobre-expressao
desta molécula associou-se com a ulceragdo, o tipo e o grau histologico, o que foi referido por

Garbett et al. (2000) na mama da mulher. Associou-se ainda com o grau nuclear, mas ndo com
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a extensao da invasdo ou o envolvimento ganglionar. A expressio de MMPI1 associou-se
também com os indices de proliferacdo, o que pode dever-se ao aumento da biodisponibilidade
de factores de crescimento retidos na matriz extracelular e libertados por protedlise mediada
por esta colagenase. Varios estudos tém demonstrado a existéncia de niveis altos d¢ MMP1 no
cancro de mama, quer nas células neoplasicas quer estromais e na interface tumor:estroma,
sugerindo uma interacgdo directa entre estes 2 tipos celulares (Jia et al., 2004).

A expressao de MMP2 foi observada na totalidade da série. A expressdo era forte e
extensa nas células neoplésicas, ¢ menos evidente na mama nio neoplasica adjacente e no
estroma tumoral, o que também foi referido por Papparella et al. (2002), Loukopoulos et al.
(2003) e Pellikainen et al. (2004). A expressdo era citoplasmatica e por vezes membranar, o
que reflecte a via de activagdo desta proteina ao nivel da membrana celular por actuagdo da
Metaloproteinase associada a membrana de tipo 1 (MT1-MMP) (Jones et. al., 1999; Papparella
et al., 2003). Esta localizag¢ao nas células tumorais ¢ controversa (Basset et al., 1997; Jones et
al., 1999; Nakopoulou et al., 2003; Torng et al., 2004). Estudos de imuno-histoquimica tém
localizado a expressdo de MMP2 nas células neoplasicas mas, estudos de hibridacdo in situ
demonstram a expressdo do ARNm nas células estromais (Maéti et al., 2000; Pellikainen et al.,
2004). Esta discrepancia pode ser explicada pela internalizagio do complexo
MMP2/TIMP2/MT1-MMP apoés a activagdo a nivel da membrana, resultando na acumulagao
de produtos imunorreactivos no citoplasma das células neoplasicas (Jones et al., 1999).

Neste estudo ndo observamos associa¢ao da expressao de MMP2 com o tipo histolégico,
nem com o envolvimento ganglionar. A maioria dos carcinomas evidenciou sobre-expressao,
em particularmente os carcinomas micropapilares e metaplasicos; contudo, a maioria dos
CEMs evidenciava MMP2 alto, devido a expressdo desta metaloproteinase pelas células
mioepiteliais. Constatamos ainda que a maioria dos carcinomas metastasicos evidenciou sobre-
expressao de MMP2.

Obtivemos uma forte associagdo entre a expressao de MMP2 e o grau histologico mas
Papparella et al. (2002) e Loukopoulos et al., (2003) em estudos na mama da cadela nao
obtiveram esta associagdo. Nao encontramos associagdo com os indices de proliferacao celular
mas obtivemos associagdo com a expressdo de VEGF e TIMP1.

Viérios estudos em cancro de mama da mulher também nao correlacionaram a expressao
de MMP2 com os critérios clinico-patologicos (Pellikainen et al., 2004) ou encontraram apenas
com alguns parametros como o tamanho (Loukopoulos et al., 2003; Nakopoulou et al., 2003;

Grieu et al., 2004), o grau (Garbett et al., 2000; Grieu et al., 2004; Pellikainen et al., 2004), o
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envolvimento ganglionar (Jones et al. 1999; Grieu et al., 2004), a proliferagdo celular (Chang ¢
Werb, 2001; Miyata et al., 2004) ¢ a expressdo de VEGF (Chang e Werb, 2001).

A expressao de TIMP1 ocorreu na totalidade da série de carcinomas principalmente nas
células neoplasicas, o que também foi referido por Garbett et al. (2000) e por Johansson et al.
(2000) na mulher. O TIMP1 associou-se com o tipo histologico a extensdo da necrose e a
abundancia do infiltrado, mas ndo com os restantes pardmetros clinico-patologicos; assim,
verificamos que a expressao era maior em carcinomas micropapilares e metaplasicos enquanto
a maioria dos CEM evidenciou expressdo baixa. Observou-se ainda tendéncia ao aumento da
expressao com o aumento do grau histolégico e do estadio.

A expressao de TIMP1 associou-se com a abundancia do infiltrado inflamatorio, o que
pode sugerir que estas células tém papel importante na sintese de MMPs e TIMPs e/ou
estimulam a sintese de MMPs pelas células tumorais (Benaud et al., 1998). Apesar do efeito
promotor do crescimento do TIMP1 (Chambers e Matrisilian, 1997; Yoshiji et al., 1998) nao
obtivemos associacdo com os indices de proliferagdo. A expressao de TIMP1 associou-se com
a expressao de VEGF, comprovando as suas propriedades pro-angiogénicas referidas por varios
estudos (Yoshiji et al., 1998; Miyata et al., 2004).

Quando comparamos os carcinomas Ny ¢ N; ou 0s tumores primarios € as respectivas
metastases nao se observaram diferencas pois todos evidenciaram sobre-expressao de MMPs e
TIMP1. Quando analisimos os casos com metéstases a distancia verificAmos que todos
evidenciavam MMP1 e MMP2 altos mas TIMP1 baixo, o que sugere que a relagdo
MMPs:TIMPs pode ter papel importante na disseminacdo neoplasica. Também Kurahara et al.
(1999) observaram diminui¢ao de TIMP1 nos casos associados a metéstase.

Quando analisdmos o valor prognostico destes marcadores relativamente a sobrevivéncia,
livre de doenca e total, verificAmos uma tendéncia clara dos carcinomas com sobre-expressao
de MMP1 ¢ MMP2 a apresentarem piores tempos de sobrevivéncia, sendo os efeitos mais
notorios na sobrevivéncia livre de doenca. Estes resultados estdo de acordo com estudos no
cancro de mama da mulher que associaram a expressdo de MMP2 a elevada agressividade
biologica e baixo tempo de sobrevivéncia (Talvensaari-Mattila et al., 1998; Pellikainen et al.,
2004). Relativamente ao TIMP1 a sobre-expressao reflectiu-se principalmente na diminuigdo
do tempo de sobrevivéncia livre de doenca, o que também foi observado nas gatas Ny.

Neste estudo a sobre-expressido de MMPs e TIMP1 associou-se principalmente ao
caracter maligno das lesdes o que nos leva a concluir, a semelhanga de Hirayama et al., 2002,
que estas proteinas desempenham papel importante no comportamento biologico agressivo dos

carcinomas da mama da gata. A analise da sobrevivéncia demonstra claramente que as gatas
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com sobre-expressao de MMP1 e MMP2 evidenciam risco acrescido de progressao da doenga
e/ou morte por cancro, o que sugere, a semelhanca da Medicina Humana (Brown, 1998;
Hidalgo e Eckhardt, 2001; Sternlicht ¢ Werb, 2001; Wolf et al., 2003), que estas gatas podiam

beneficiar de terapias moleculares dirigidas contra as MMPs.

Em Medicina Humana a utilizagdo do anticorpo monoclonal humanizado Trastuzumab
(Herceptin®) em pacientes com cancro de mama metastasico, fez com que o proto-oncogene
HER-2/neu passasse a desempenhar um papel central entre os marcadores moleculares
estudados no cancro de mama da mulher (Jacobs et al., 1999; Press et al., 2002; Milanezi,
2005). O HER-2/neu codifica uma glicoproteina transmembranar de 185 kD com actividade
tirosina cinase, que se encontra sobre-expressa em 10 a 30% dos carcinomas invasores da
mama (Pauletti et al., 2000; Press et al., 2002; Ellis et al., 2003; Lear-Kaul et al., 2003; Ross et
al., 2003; Konecny et al., 2004; Maru et al., 2005; Milanezi, 2005); em 85 a 90% dos casos a
sobre-expressdo ¢ devida a amplificacdo do gene (Pauletti et al., 2000; Martin de las Mulas et
al., 2003; Milanezi, 2005). A maioria dos estudos refere que a amplificagdo do gene ou a sobre-
expressao da proteina tem valor progndstico para a evolucao do cancro de mama na andlise uni
ou multivariada mas, outros estudos ndo observaram qualquer associag¢ao (Press et al., 2002;
Ross et al., 2003; Milanezi, 2005).

O HER-2 ¢ um receptor membranar que devido a sua elevada homologia estrutural,
pertence a familia do receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR) (Roetger et al.,
1998; Walker, 1998; Masood ¢ Bui, 2002; Ross et al., 2003; Dahlberg et al., 2004; Milanezi,
2005). Estes receptores participam na comunicacao célula-célula e célula-estroma através da
transduc@o de sinais (Ross et al., 2003). Quando um factor de crescimento especifico (ligando)
se liga a um membro da familia EGFR, o receptor forma dimeros com varios membros da
familia (EGFR ou HER-1, HER-2, HER-3 ou HER-4) (Ross et al., 2003; Milanezi, 2005). A
fosforilagdo dos dimeros resulta numa cascata de sinais e activacdo de varios genes, com
importancia na apoptose (Dahlberg et al., 2004), no crescimento celular ¢ no estado de
transformagao celular (Ross et al., 2003; Milanezi, 2005). Apesar de ndo ser conhecido o factor
de crescimento que se liga ao receptor HER-2 (Ellis et al., 2003; Ross et al., 2003; Milanezi,
2005), este forma dimeros de forma preferencial com varios membros da familia do EGFR;
estes dimeros sdo mais estaveis, induzindo uma sinaliza¢do mais potente e prolongada (Ménard
et al., 2000; Ross et al., 2003; Milanezi, 2005), aumentando a proliferagdo e a migragdo das
células (Roetger et al., 1998; Milanezi, 2005). A expressiao do HER-2 ¢ baixa nos tecidos

normais dos adultos, mas homogénea na maioria dos tumores positivos, tornando esta molécula
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um bom alvo para as terapéuticas direccionadas contra os receptores tirosina-cinase (Milanezi,
2005).

O HER-2 pode ser avaliado ao nivel do ADN, averiguando a existéncia de amplificacdo
por FISH (Hibridagdo in situ pela fluorescéncia), CISH (Hibridagao in situ por cromogéneo),
PCR (“Polimerase Chain reaction”) ou Southern Blot, ao nivel do ARNm através de Northern
blot, ou ao nivel da expressdo da proteina, por imuno-histoquimica ou Western blot. As
técnicas mais usadas sdo o FISH e a imuno-histoquimica (Masood e Bui, 2002; Milanezi,
2005).

Neste estudo observamos sobre-expressdo de HER-2 em 18% dos carcinomas da mama
da gata, valor que esta de acordo com o referido por Martin de las Mulas et al. (2003) na mama
de cadela (17,6%) e ao referido para a mama da mulher, como ja foi acima mencionado. Além
da expressdo membranar, na maioria da série a proteina HER-2 foi observada no citoplasma
das células neoplésicas que € considerada negativa. A expressao citoplasmatica pode estar
associada a desregulacdo dos mecanismos de transporte e processamento desta proteina
transmembranar.

Apesar de ndo termos observado sobre-expressdao de HER-2 na mama ndo neoplésica e
neoplasias benignas, De Maria et al. (2005) observaram expressdo ocasional em neoplasias
benignas da mama da gata. Na mulher, a expressao de HER-2 em neoplasias benignas, mesmo
em niveis baixos, esta associada com risco aumentado de desenvolver cancro de mama invasor
(Ross et al., 2003).

Quando analisdmos o tipo histoldgico, observamos tendéncia a sobre-expressao ocorrer
nos mesmos tipos que na mulher: a expressao foi rara no carcinoma metaplasico (o que foi
descrito por Khan et al. (2003), Kochhar et al. (2005) e Reis-Filho et al. (2005)), mas foi
frequente nos carcinomas micropapilares (50%) (o que também foi referido por Paterakos et al.
(1999) (60%) e Zekioglu et al. (2004) (54%)). Apesar de nesta séric o CDI-STE ter sido o
segundo tipo histologico com sobre-expressdo mais frequente de HER-2 (18,5%), o valor ¢
muito inferior ao referido para este tipo histolégico na mulher (40 a 60%) (Milanezi, 2005). O
carcinoma papilar in situ foi negativo mas, na mama humana, a sobre-expressdao de HER-2 em
lesdes de cis ¢ superior a dos carcinomas invasores (Ménard et al., 2000).

Observou-se ainda a tendéncia dos carcinomas positivos ao HER-2 apresentarem grau
nuclear alto, estadio avancado, permeacdo vascular e indices proliferativos altos, critérios
classicamente associados a evolugdo desfavoravel. Estudos na mama da cadela também
demonstraram associagdo entre a expressao de HER-2 e o progndstico (Martin de las Mulas et

al., 2003; De Maria et al., 2005). Na mulher a amplificagdo do gene ou a sobre-expressao
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proteica de HER-2 associa-se de forma consistente com o grau histolégico alto, taxas de
proliferagdo elevadas e auséncia de receptores hormonais (Ross et al., 2003; Milanezi, 2005).

A sobre-expressdo desta proteina também se associou com maior frequéncia a sobre-
expressio de MMP1, MMP2 e VEGF. Virios estudos em Medicina Humana observaram
associagao entre os niveis de VEGF e de HER-2 em varios tumores nomeadamente na mama,
ovario, cabeca e pescogo e pulmio (Xie et al., 2004). O gene HER-2 pode mediar a
angiogénese por regular a transcricdo de VEGF (Lee et al., 2002; Konecny et al., 2004;
Loureiro et al., 2005), sugerindo que o fenotipo mais agressivo associado a sobre-expressdo de
HER-2/neu na mama ¢, em parte, atribuida ao aumento da angiogénese (Konecny et al., 2004;
Loureiro et al., 2005).

Quando comparamos tumores Ny e N; verificAmos que apenas 23% dos carcinomas Nj
evidenciaram sobre-expressao de HER-2; quando compardmos os tumores primarios e as suas
metéstases verificamos que 2 das 3 metastases positivas ao HER-2 tiveram origem em tumores
positivos. Apesar de alguns autores defenderem que a expressdo de HER-2 na maioria das
metastases mostra concordancia com o tumor primario (Milanezi, 2005), outros defendem que
podem ser discordantes ja que o clone metastidsico pode ndo ser representativo no tumor

primario (Lear-Kaul et al., 2003).

Os estudos do conteido de ADN fornecem informagdes TUteis sobre as caracteristicas
biologicas de um vasto numero de neoplasias humanas (Merkel et al., 1987) e animais (Seixas,
2000; Oliveira et al., 2005). A ancuploidia de ADN esta bem documentada em neoplasias
malignas (Destexhe et al., 1995) mas, o significado prognostico da ploida de ADN no cancro
de mama da mulher ¢ controverso (Duigou et al., 2000; Sidoni et al., 2001). Enquanto alguns
autores referem que a aneuploidia € um critério desfavoravel (Destexhe et al., 1995; Sidoni et
al., 2001), outros nao encontraram qualquer diferenga na agressividade biologica entre tumores
dipléides e aneuploides (Cohen, 1996; Lorenzato et al., 2000; Sidoni et al., 2001). Muitos dos
trabalhos analisados sdo de citometria de fluxo, porém, a maioria dos estudos comparativos
entre esta técnica e a citometria de imagem obteve resultados similares (Destexhe et al., 1995;
Ottesen et al., 1997, Reles et al., 1998; Jaszcz-Gruchala et al., 2001). Em Medicina Veterinaria
encontramos referéncia a 3 estudos da ploidia de ADN em carcinomas de mama da gata
(Minke et al., 1990).

Da totalidade da série de carcinomas (n=94), obtivemos histogramas interpretaveis em
99% dos casos, valor similar ao referido para a mama da mulher usando citometria de fluxo

(91% a 99,7%) (Duigou et al., 2000; Moureau-Zabbotto et al., 2005). Lembramos que a fixagido
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induz alteragdes na cromatina, pelo que esta técnica requer o controlo rigoroso das condigdes
de fixacao (Weid et al., 1989), o que nem sempre foi possivel.

Neste estudo 67% dos carcinomas evidenciaram conteudo de ADN aberrante, valor
superior ao referido na mama da gata por Minke et al. (1990) (39%) mas similar a obtida por
Prop et al. (1986) (61%) (citado Minke et al., 1990) e a referida por Misdorp (2002) (62%), em
estudos de citometria de fluxo. Esta frequéncia de aneuploidia ¢ superior a referida para a
mama da cadela (entre 37% e 62%) (Destexhe et al., 1995; Pérez Alenza et al., 1995; e
Rutteman et al., 1988) e da mulher (entre 45% ¢ 80%) (Tanner et al., 1998; Sidoni et al., 2001;
Martinez-Arribas et al., 2005; Moureau-Zabbotto et al., 2005). Quando separamos o padrao
aneuploide do multiploide de ADN verificamos que 30% dos casos eram multiploides, valor
superior aos 7% referidos na gata (Minke et al., 1990) e aos 8 a 17% relatados na cadela
(Minke et al., 1990; Pérez Alenza et al., 1995).

Quando analisamos o conteido de ADN das lesdes adjacentes aos carcinomas
verificdmos um aumento do padrdo aneupldide com a transformacao tecidular, das alteracdes
fibroquisticas para os carcinomas in situ e destes para os invasores. As alteragdes fibroquisticas
eram todas diploides mas, ha referéncias de alteragdes e neoplasias benignas da mama
aneuploides de ADN (Rutteman et al., 1988; Minke et al., 1990; Destexhe et al., 1995). A
aneuploidia em lesdes de Cis esta também bem documentada na mulher (Sidoni et al., 2001;
Ottesen, 2003). No estudo de Ottesen (2003) mais de 80% das lesdes de Cis eram aneuploides
com um padrdo de distribuicdo similar ao observado em carcinomas invasores, 0 que sugere
que o padrao de ADN ja esté estabelecido nas fases pré-invasoras (Ottesen, 2003).

Quando comparamos a ploidia de ADN com o tipo histologico dos carcinomas
constatamos que a maioria dos CEMs era diploide de ADN, o que esta de acordo com estudos
em CEMs das glandulas salivares (Foschini et al., 2003). O unico CEM multipléide de ADN
observado era uma lesdo bifasica cujo componente epitelial sofreu indiferenciagdo originando
um carcinoma micropapilar invasor. Quando analisdmos separadamente as areas bifasicas e
micropapilares verificAmos que as primeiras eram diploides e as segundas multiploides de
ADN. A maioria dos outros tipos histologicos evidenciou tendéncia a apresentar contetido de
ADN aneuploide, salientando-se os carcinomas metapldsicos com a maior frequéncia de
padrao multiploide.

Observamos um aumento significativo da frequéncia do padrdo multipléide com o
aumento do grau histoldgico e nuclear, e com o aumento do indice mitdtico, mas ndo com a
invasdo ou a permeagdo vascular. A maioria dos carcinomas N; (73%) evidenciava conteudo de

ADN aberrante, porém a diferenca entre carcinomas Ny ¢ N; ndo foi significativa. As
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metéstases evidenciaram maior frequéncia do padrao multiploide que os tumores primarios.
Contudo, 3 tumores com ADN aberrante originaram metéstases diploides; a existéncia de
tumores metastasicos diploides pode sugerir que estes apresentam alteragdes cromossomicas
mas sem alteracdo da ploidia (Minke et al., 1990; Rennstam et al., 2001).

Estudos prévios na mama da gata e/ou da cadela (Rutteman et al., 1988; Minke et al.,
1990; Pérez Alenza et al., 1995; Misdorp, 2002) ndo obtiveram associagdo da ploidia de ADN
com os parametros histologico, no entanto, Rutteman et al. (1988), utilizando citometria de
fluxo, observou tendéncia a associagdo da aneuploidia e o potencial metastasico. Na mulher
varios estudos obtiveram associa¢do da ploidia com o tamanho (Sidoni et al., 2001; Michels et
al., 2003), o tipo histologico (Sidoni et al., 2001), o grau nuclear (Minke et al., 1990;
Martinez-Arribas et al., 2005), o grau histoloégico ¢ o envolvimento ganglionar (Jaszcz-
Gruchala et al., 2001; Sidoni et al., 2001; Martinez-Arribas et al., 2005; Moureau-Zabbotto et
al., 2005), o indice mitotico (Destexhe et al., 1995; Sidoni et al., 2001; Michels et al., 2003) ¢
a expressao de HER-2 (Martinez-Arribas et al., 2005).

Em relagdo aos pardmetros imuno-histoquimicos avaliados apenas a expressdo de
caderina E se associou com a ploidia de ADN, com os carcinomas multipldides a apresentarem
a frequéncia mais baixa de fendtipo preservado.

A ploidia foi factor de prognostico para a sobrevivéncia livre de doenga e total na analise
univariada, observando-se uma acentuada diminui¢do do tempo de sobrevivéncia nos
carcinomas multiploides de ADN. Também no grupo das gatas Ny a aneuploidia se associou a
piores tempos de sobrevivéncia total. Nos estudos realizados em animais apenas Mollermark et
al. (1988) (citado por Destexhe et al., 1995) encontrou associagdo entre a ploidia ¢ a
sobrevivéncia na mama da cadela. Na mulher varios estudos obtiveram associacdo com a
sobrevivéncia total (Moureau-Zabbotto et al., 2005) e com a sobrevivéncia livre de doenga
(Sidoni et al., 2001; Moureau-Zabbotto et al., 2005) e, a ancuploidia associa-se a mau
prognostico mesmo em pacientes com ganglios linfaticos negativos (Ny) (Moureau-Zabbotto et
al., 2005).

Um outro parametro citométrico tem sido associado a mau prognostico: a fraccdo de
células verdadeiramente aneupldides com conteudo de ADN superior a 5S¢ (ScER) (Auer et al.,
1980; Reles et al., 1998; Lorenzato et al., 2000; Sidoni et al., 2001; Santos et al., 2003). A
presenca de frac¢dao 5cER alta (>1%) associou-se com o conteido de ADN aberrante, enquanto
os carcinomas dipldéides de ADN ndo evidenciavam fraccdo ScER ou esta era baixa (<1%);
estas associagdes traduziram-se em fracgdes altas em carcinomas metaplasicos e micropapilares

e baixa em CEMs. A fraccdo ScER associou-se de forma significativa ndo sé a grau histolégico
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e nuclear altos, bem como com a invasdo, a permeagdo vascular, a metastizagdo ganglionar,
indice mitdtico alto e sobre-expressdo de MMPs e VEGF. Este parametro foi progndstico para
a sobrevivéncia livre de doenca na anélise univariada mas ndo para a sobrevivéncia total, ja que
todos os carcinomas com fracgao Sc evidenciavam baixo tempo de sobrevivéncia total.

A importancia deste parametro citométrico foi ainda mais evidente no grupo de
carcinomas dipldides: a presenca de ScER alto permitiu identificar um grupo de gatas que
apesar de possuirem tumores associados a critérios histologicos de baixa agressividade
biologica, apresentam com risco aumentado de morrer por carcinoma da mama. Estes
resultados estao de acordo com o que tem vindo a ser descrito em estudos na mama da mulher:
este parametro ¢ um marcador fiavel de instabilidade genética (Lorenzato et al., 2000; Sidoni et
al., 2001).

Apesar das alteragdes significativas observadas na andlise univariada, os parametros
citométrico ndo foram factor de prognostico independente, a semelhanga de outros na mama da
mulher (Sidoni et al., 2001; Moureau-Zabbotto et al., 2005). Todavia, as associagdes obtidas na
analise univariada, nomeadamente com o grau histologico, a permeagdo vascular e/ou a
sobrevivéncia livre de doenga e total, traduzem bem a importancia destes paradmetros

citométricos no estudo da oncobiologia dos carcinomas da mama da gata.
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Da série analisada podemos concluir que os carcinomas sdo o tipo neopldsico mais
frequente na mama da gata. Neste grupo lesional ¢ importante referir que:

- Existem tipos histologicos de carcinomas com distintos graus de agressividade
bioldgica, o que revela que ¢ imperativo ndo s6 classificar estas lesdes, como uma alteragao
da classificacdo adoptada. A classificagdo da OMS revelou-se inadequada e, apesar de a
morfologia ser importante na caracterizacdo dos carcinomas, a diferenciagdo celular revelou
ser um critério mais Util para a sua avaliagdo. Assim, salientaram-se os CEMs como tumores
de baixa agressividade bioldgica, associados a bons tempos de sobrevivéncia e, em oposi¢ao,
os carcinomas metaplasicos e micropapilares, com mau prognéstico. O grupo de CDI-STE ¢
heterogéneo, com comportamento biologico variavel. Estes quatro tipos histologicos devem
ser incluidos na classifica¢do dos carcinomas da mama da gata.

- A graduagdo histologica revelou ser um indicador de progndstico independente quer
na totalidade da série, quer nas gatas com ganglios linfaticos negativos (Ny), devendo ser um
critério a incluir, por rotina, nos relatorios histopatologicos. Nao s6 ¢ um bom critério para
avaliar o progndstico como evidencia boa correlagdo com os tipos histologicos.

- O exame histologico de rotina, permite por si sO, separar os carcinomas da gata em
grupos com prognostico distinto; porém a técnica de imunohistoquimica revelou-se também
util, em particular na confirmagdo da natureza bifasica dos carcinomas epiteliais-
mioepiteliais (CEMs).

- Os marcadores imuno-histoquimicos analisados permitiram agrupar os carcinomas da
gata em grupos com bom e mau prognostico. Em resumo, a expressao elevada de antigénio
Ki-67, MMP1, MMP2, TMP1 e VEGF conferem aos carcinomas maior agressividade que se
traduz em piores tempos de sobrevivéncia. A proteina Ki-67 parece-nos de particular
utilidade na avaliagdo do prognostico, devendo ser usada rotineiramente para determinar o
perfil proliferativo dos carcinomas. Os restantes marcadores utilizados sdo também
importantes para a compreensao da progressdo e da metastizacdo. Porém, pensamos que a
sua utilizagdo por rotina, s6 se justifica quando se aplicarem em Medicina Veterinaria,
terapias moleculares dirigidas contra estes factores.

Em relacio ao HER-2/neu, sdo necessdrios novos estudos, quer por imuno-
histoquimica, quer genéticos por técnicas de CISH, FISH (fig. 111 e 112), ou Blot, para

avaliar a importancia deste receptor/gene na biologia do cancro de mama da gata; os
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resultados deste estudo sugerem que as gatas com carcinomas positivos ao HER-2
apresentam pior prognostico e podem beneficiar de terapias direcionadas contra este receptor,
a semelhanca do que j& ocorre na mulher.

- A ploida de ADN e a fraccdo 5cER fornecem informacdo adicional a histologia
convencional para a avaliagdo do prognostico; a fraccdo ScER em particular permite
identificar gatas que apesar de evidenciarem pardmetros histologicos de baixa agressividade

biologica e ADN diploide, apresentam risco acrescido de progressao da doenca.

As alteracdes fibroquisticas ndo associadas a lesdes mamarias apresentaram
caracteristicas semelhantes as alteracdes fibroquisticas presentes na periferia dos carcinomas;
o aumento da expressdo de MMPs, TIMP1 e VEGF sugere que estas alteragdes poderdo estar
em evolucdo no processo de cancerizagdo, devendo ser vigiadas clinicamente.

Este estudo revela anda a necessidade de os clinicos, sensibilizarem os proprietarios,
ndo s6 para ndo administrarem produtos hormonais para inibi¢cao do estro, bem como para a
excisdo precoce dos nodulos mamario. Na realidade, a maioria das lesdes sdo exctirpadas em
estadios avancados, o que em muito contribui para o mau prognéstico classicamente
conotado aos carcinomas. Demonstra ainda que a realizagdo de estudos prospectivos ¢
essencial para a pesquisa de factores de prognodstico, histologicos classicos € novos

marcadores bioldgicos, que permitam prever a evolucdo clinica dos carcinomas da gata.
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Fig. 111. Carcinoma de mama de gata evidenciando aumento do sinal do gene HER-
2/neu. Técnica de FISH

Fig. 112. Carcinoma de mama de mulher evidenciando amplificagdo de HER-2/neu.
Técnica de FISH
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METODO SEMI-QUANTITATIVO DE NOTTINGHAM, MODIFICADO POR
ELSTON E ELLIS

Para a determinagdo do grau histologico sdo avaliadas 3 caracteristicas: a) grau de
formagdo de tiibulos (como expressdao de diferenciagdo glandular); b) pleomorfismo nuclear
(grau nuclear) e c) contagem mitética. E utilizado um sistema numérico de 1-3 para avaliar

cada item em separado.

Na avaliacdo da formagao de tubulos e estruturas acinares s6 sao contabilizadas
estruturas com clara formacado de Iimen central, sendo usados como “cut-off” os valores de

10 e 75% da extensdo da massa neoplésica.

O pleomorfismo nuclear (grau nuclear) ¢ avaliado tendo como referéncia a
regularidade, forma e tamanho das células epiteliais ndo neopldsicas presentes na mama
adjacente ao tumor. O aumento da variabilidade nuclear e o nimero e tamanho dos nucléolos

sdo também critérios para avaliar o grau de pleomorfismo nuclear.

A avaliagdo das figuras de mitose requer a avaliacdo e contagem de mitoses em 10
campos de grande ampliacdo (40x) na periferia do tumor; para tal foi utilizada uma ocular
com reticulo ¢ um microscopio Nikon Labophot”, com uma area de campo de 0,15mm” para

o qual corresponde a pontuacao presente no quadro 2.

O valor atribuido independentemente a cada um destes 3 parametros analisados ¢ no
final adicionado para obter um valor de 3 a 9, que corresponde a um determinado grau:

Grau 1 ou bem diferenciado: 3-5 pontos

Grau 2 ou moderadamente diferenciado: 6-7 pontos

Grau 3 ou pouco diferenciado: 8-9 pontos
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Quadro 1- Método de Nottingham para a determinac¢do do grau histologico (Adaptado de Elston e Ellis, 1998).

Parimetro Pontuacio
Pleomorfismo nuclear (Grau nuclear)
Nicleos pequenos, uniformes e regulares 1
Aumento moderado do tamanho e variabilidade
Varia¢ao marcada 3

Formacéo de tubulos
Frequente (> 75%)
Moderada (10-75%) 2
Reduzida ou ausente (<10%) 3

—_

Contagem mitética

Nikon Labophot (objectiva 40x, area de campo 0,152 mmz)

0-5 mitoses 1

6-10 mitoses 2

> 11 mitoses 3
Leitz Ortholux (objectiva 25x, area de campo 0,274 mmz)

0-9 mitoses 1

10-19 mitoses 2

>20 mitoses 3
Leitz Diaplan (objectiva 40x, area de campo 0,312 mmz)

0-11 mitoses 1

12-22 mitoses 2

> 23 mitoses 3
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ANEXO I

Quadro 1. Valores dos indices de proliferacdo celular nos varios tipos histologicos.

indices proliferativos CDI-STE CEM C. metaplasico C. micropapilar p
Indice mitético
Mediana 1,10 0,50 1,00 0,023
Minimo-Maximo 0,18-3,70 0,15-1,93 0,10-4,56 0,60-1,26
indice Ki-67
Mediana 41,10 10,60 38,25 <0,0001
Minimo-Maximo 20,35-77,70 2,20-27,30 33,40-69,40 19,40-70,35

Quadro 2. Associagdo dos indices proliferativos e os critérios clinico-patologicos e imuno-histoquimicos.

indice mitético

Indice Ki-67

p
Carcinoma (n=93) Mediana (min-max) P Mediana (min-max)
Idade (anos) (n=87)
<8 0,57 (0,15-2,32) 23,70 (2,20-76,45)
8-11 0,99 (0,18-3,69) 0,008 41,10 (9,99-69,50) 0,025
>11 1,13 (0,1-3,75) 41,6 (20,35-77,70)
Tamanho (cm)
<2 0,8 (0,15- 3,00) 34,1 (8,00-70,35)
2-3 1,27 (0,10-4,56) 0,008 45,45 (16,7-77,7) 0,025
>3 1,28 (0,54-3,75) 39,5 (2,2-74,04)
Ulceracio
Ausente 1,06 (0,15-3,69) 0,29 39,14 (2,2-76,45) 0,50
Presente 1,09 (0,10-4,56) 36,6 (9,99-77,70)
Grau histologico
Grau I 0,45 (0,30-0,68) 23,90 (9,99-32,80)
Grau II 0,93 (0,10-3,00) <0,0001 35,70 (2,20-69,50) 0,001
Grau III 1,32 (0,28-4,56) 45,30 (19,40-77,70)
Grau nuclear
Grau 2 0,68 (0,10-3,0) <0,0001 37,15 (2,20-69,40) 0,28
Grau 3 1,20 (0,28-4,56) 39,79 (8,00-77,70)
Estadio
I 0,68 (0,15-3,00) 31,90 (8,00-69,50)
I 1,20 (0,10-4,76) 0,007 44,96 (19,40-76,60) 0,001
I 1,32 (0,54-3,75) 43,42 (2,20-77,7)
v 1,05 (1,03-1,13) 45,6 (39,5-72,27)
Necrose
Ausente 0,40 (0,19-0,88) 11,2 (8,00-46,70)
Células isoladas 0,64 (0,15-1,10) 0,001 32,38 (2,20-70,35) 0,007
Extensa 1,17 (0,10-4,56) 41,25 (9,99-77,70)
Invasio
Ausente 0,15 21,4
Estroma 0,97 (0,18-3,75) 0,006 39,5 (2,20-76,45) 0,19
Muscular 1,49 (0,10-4,56) 36,60 (20,35-77,70)
Padrio de crescimento
Expansivo 0,80 (0,15-3,45) 0,002 35,02 (2,20-76,45) 0,009
Infiltrativo 1,32 (0,10-4,56) 44,58 (9,99-77,70)
Diferenciacio epiderméide
Ausente 0,76 (0,15-2,79) 0,025 32,8 (2,20-74,04) 0,021
Presente 1,12 (0,10-4,56) 41,29 (11,20-77,70)
Permeacio vascular
Ausente 0,60 (0,15-2,79) <0,0001 28,20 (2,20-55,90) <0,0001
Presente 1,36 (0,10-4,56) 45,21 (19,40-77,70)
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Quadro 2 (continuacdo). Associagdo dos indices proliferativos e os critérios clinico-patoldgicos e imuno-

histoquimicos.
Carcinoma (n=93) indice mitético P indice Ki-67 P
Mediana (min-max) Mediana (min-max)
Metastase ganglionar
0,97 (0,10-4,56) 0,012 35,50 (2,20-76,60) 0,003
N1 1,43 (0,57-3,75) 50,03 (27,30-77,70)
Caderina E
Preservada 0,74 (0,15-3,45) 0,006 34,7 (2,20-70,35) 0,09
Diminuida 1,20 (0,10-4,56) 31,1 (8,00-77,70)
B-catenina
Preservada 1,12 (0,10-4,56) 0,23 38,60 (2,20-76,60) 0,31
Diminuida 1,06 (0,18-3,75) 40,30 (8,00-77,70)
MMP1
Baixo 0,86 (0,10-3,00) 0,003 34,36 (2,20-55,90) 0,001
Alto 1,17 (0,27-4,56) 42,52 (8,00-77,70)
MMP2
Baixo 0,89 (0,30-1,60) 0,30 39,40 (9,99-69,50) 0,60
Alto 1,10 (0,10-4,56) 38,80 (2,20-77,70)
TIMP1
Baixo 1,05 (0,15-2,79) 0,42 36,30 (2,20-77,70) 0,28
Alto 1,13 (0,10-4,56) 41,44 (20,90-76,45)
VEGF
Baixo 0,72 (0,18-3,00) 0,009 31,20 (2,20-54,20) p<0,0001
Alto 1,13 (0,10-4,56) 41,80 (9,99-77,70)
HER-2/neu
Negativo 1,10 (0,10-4,56) 0,9 36,50 (2,20-76,60) 0,13
Positivo 1,05 (0,29-3,69) 46,70 (19,40-77,70)
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ANEXO Il

Quadro 1. Associagdo da expressdo de MMP1, MMP2 e TIMP1 e as variaveis clinico-patologicas e imuno-

histoquimicas.
MMP1 MMP2 TIMP1
Malignos n=93 Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade (n=88)
<8 5(18.5) 5(8.3) 0(0,0) 10 (13,2) 8 (17,09) 2 (5,0)
8-11 10 (37.0) 23 (38.3) 5(45,5) 28 (36,8) 16 (34,0) 17 (42,5)
>11 12 (44.4) 32 (53.3) 6 (54,5) 38 (50,0) 23 (48,9) 21 (52,5)
p=0.4 p=0,43 p=0,2
Tamanho (cm)
<2 11 (40,7) 20 (30,3) 7(58,3) 24 (29,6) 19 (38,8) 12 (27,3)
2-3 8(29.,6) 27 (40,9) 3(25,0) 32 (39,5) 17 (34,7) 18 (40,9)
>3 8(29,6) 19 (28,8) 2 (16,7) 25 (30,9) 13 (26,5) 14 (31,8)
p=0,5 p=0,14 p=0,5
Ulceracio
Ausente 23 (85,2) 41 (62,1) 8 (66,7) 56 (69,1) 36 (73,5) 28 (63,6)
Presente 4 (14,8) 25(37,9) 4(33,3) 25(30,9) 13 (26,5) 16 (36,4)
p=0,03 p=1,0 p=0,4
Tipo histologico
CDI-STE 17 (63,0) 47 (71,2) 10 (83,3) 54 (66,7) 36 (73,5) 28 (63,6)
CEM 6(22,2) 2 (3,0) 2 (16,7) 6(7.4) 7 (14,3) 1(2,3)
C. metaplasico 4 (14,8) 9(13,6) 0(0,0) 13 (16,0) 4(8,2) 9 (20,5)
C. micropapilar 0(0,0) 8 (12,1) 0(0,0) 8(9.9) 2 (4,1) 6 (13,6)
p=0,007 p=0,2 p=0,027
Grau histologico
Grau [ 4 (14,8) 1(1,5) 4(33,3) 1(1,2) 4(8,2) 1(2,3)
Grau II 16 (59,3) 28 (42,4) 4(33,3) 40 (49.4) 24 (40,9) 20 (45,5)
Grau I1I 7(25,9) 37 (56,1) 4(33,3) 40 (49,4) 21 (42,9) 23 (52,3)
p=0,004 P<0,0001 p=0,4
Grau nuclear
Grau 2 17 (63,0) 22 (33,3) 7 (58,3) 32 (39,5) 19 (38,8) 20 (45,5)
Grau 3 10 (37,0) 44 (66,7) 5(41,7) 49 (60,5) 30(61,2) 24 (54,5)
p=0,01 p=0,35 p=0,54
Estadio TNM
I 11(10,7) 16 (24,2) 6 (50,0) 21(25,9) 17 (34,7) 10 (22,7)
I 6(22,2) 19 (28,8) 3(25,0) 22 (27,2) 12 (24,5) 13 (29,5)
v 10 (37,0) 31 (47,0) 3(25,0) 38 (46,9) 20 (40,8) 21 (47,7)
p=0,28 p=0,19 p=0,45
Necrose
Ausente 4 (14,8) 1(1,5) 2 (16,7) 33,7 5(10,2) 0(0,0)
Células isoladas 3(1L1) 5,7 2 (16,7) 6 (7,4 6(12,2) 2 (4,5
Extensa 20 (74,1) 60 (90,9) 8 (66,7) 72 (88,9) 38 (77,6) 42 (95,5)
p=0,03 p=0,86 p=0,03
Invasio
Ausente 1(3,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,2) 1(2,0) 0(0,0)
Estroma 18 (66,7) 41 (62,1) 8 (66,7) 51 (63,0) 34 (69,4) 25 (56,8)
Muscular 8(29,6) 25(37,9) 4(33,3) 29 (35,8) 14 (28,6) 19 (43,2)
p=0,3 p=0,9 p=0,2
Padrio crescimento
Expansivo 11 (40,7) 22 (33,3) 6 (50.0) 27 (33.3) 15 (30,6) 18 (40,9)
Infiltrativo 16 (59,3) 44 (66,7) 6 (50.0) 54 (66.7) 34 (69,4) 26 (59,1)
p=0,5 p=0,33 p=0,4
Diferenciagao
epiderméide
Ausente 14 (51,9) 13 (19,7) 9 (75,0) 18 (22,8) 18 (36,7) 9(20,5)
Presente 13 (48,1) 53 (80,3) 3(25,0) 61(77,2) 31(63,3) 35(79,5)
p=0,005 p=0,01 p=0,08
Permeacio vascular
Ausente 16 (59,3) 13 (19,7) 7 (58,3) 22 (27,2) 18 (36,7) 11 (25,0)
Presente 11 (40,7) 53 (80,3) 5(41,7) 59 (72,8) 31(63,3) 33 (75,0)
P<0,0001 p=0,04 p=0,27
Metastases
ganglionares 23 (85,2) 48 (72,7) 9(75,0) 62 (76,5) 39 (79,6) 32 (72,7)
NO 4 (14,8) 18 (27,3) 3(25,0) 19 (23,5) 10 (20,4) 12 (27,3)
N1
p=0,3 p=L1,0 p=0,5
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Quadro 1 (continuagdo): Associagdo da expressdo de MMP1, MMP2 e TIMP1 ¢ as variaveis clinico-patoldgicas e

imuno-histoquimicas.

MMP-1 MMP-2 TIMP-1
Malignos n=93 Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Infiltrado
inflamatorio 16 (59,3) 26 (39,4) 6 (50,0) 36 (44,4) 26 (53,1) 16 (36,4)
Escasso 8(29,6) 17 (25,8) 5(41,7) 20 (24,7) 16 (32,7) 9(20,5)
Moderado 3(11,1) 23 (34,8) 1(8.,3) 25(30,9) 7(14,3) 19 (43,2)
Abundante
p=0,06 p=0,21 p=0,008
Caderina E
Preservada 8(29,6) 18 (27,3) 1(8,3) 25 (30,9) 14 (28,6) 12 (27,3)
Diminuida 19 (70,4) 48 (72,7) 11 (91,7) 56 (69,1) 35(71,4) 3272,7)
p=0,81 p=0,17 p=1,00
Beta catenina
Preservada 8(29,6) 21 (31,8) 4(33,3) 25 (30,9) 19 (38,8) 10 (22,7)
Diminuida 19 (70,4) 45 (68,2) 8 (66,7) 56 (69,1) 30 (61,2) 34(77,3)
p=1,00 p=1,00 p=0,12
MMP1
Baixo 6 (50,0) 21(25,9) 18 (36,7) 9 (20,5)
Alto 6 (50,0) 60 (74,1) 31(63,3) 35(79,5)
p=0,1 p=0,1
MMP2
Baixo 6(22,2) 6(9,4) 10 (20,4) 2 (4,5)
Alto 21(77,8) 58 (90,6) 39 (79,6) 42 (95,5)
p=1,00 p=0,03
TIMP1
Baixo 18 (66,7) 31 (47,0) 10 (83,3) 39 (48,1)
Alto 9 (33,3) 35(53,.0) 2 (16,7) 42 (51,9)
p=0,10 p=0,03
VEGF
<=3 9 (33,3) 11 (16,7) 6 (50,0) 14 (17,3) 15 (30,6) 5(11,4)
>3 18 (66,7) 55(83,3) 6 (50,0) 67 (82,7) 34 (69,4) 39 (88,6)
p=0,10 p=0,02 p=0,04

Quadro 2. Associagdo da expressdo de MMP1, MMP2 e TIMP1 e os indices mitotico e de Ki-67.

MMP-1 MMP-2 TIMP-1
Malignos n=93 Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Indice mitotico
Mediana 0.86 1.17 0,89 1,10 1,05 1,13
Minimo-Maximo 0.1-3.0 0.27-4.56 0,30-1,60 0,10-4,56 0,15-2,79 0,10-4,56
p=0,003 p=0,30 p=0,42
indice Ki-67
Mediana 34.4 42.5 39,40 38,80 36,30 41,44
Minimo-Maximo 2.2-55.9 8.0-77.7 9,99-69,50 2,2-77,70 2,20-77,70 20,90-76,45
p=0,001 p=0,60 p=0,38
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Quadro 3. Associacdo da expressdo de VEGF e as variaveis clinico-patoldgicas e imuno-histoquimicas.

VEGF
<=3 >3 P
Malignos n=93 n (%) n (%)
Idade (anos) (n=88)
<8 4 (21,1 6(8,8)
8-11 9(474) 24 (35,3) 0,12
>11 6(31,6) 38 (55,9)
Tamanho (cm)
<2 10 (50,0) 21 (28,8)
2-3 8 (40,0) 27 (37,0) 0,07
>3 2 (10,0) 25(34,2)
Ulceracao
Ausente 17 (85,0) 47 (64,4) 0,10
Presente 3 (15,0) 26 (35,61)
Tipo
CDI-STE 13 (65,0) 51 (70,8)
CEM 5(25,0) 3(4,1) 0,010
C. metaplasico 0(0,0) 12 (16,7)
C. micropapilar 2(10,0) 6(8,2)
Grau histologico
Grau I 4 (20,0) 1(1,4) 0,001
Grau II 11 (55,0) 33 (45,2)
Grau I1I 5(25,0) 39 (53,4)
Grau nuclear
Grau 2 13 (65,0) 26 (35,6) 0,02
Grau 3 7 (35,0) 47 (64,4)
Estadio TNM
1 11 (55,0) 16 (21,9) 0,001
11 7 (35,0) 18 (24,7)
/v 2(10,0) 39 (53,4)
Necrose
Ausente 3 (15,0) 22,7 0,008
Células isoladas 4(20,0) 4(5.,5)
Extensa 13 (65,0) 67 (91,8)
Invasio
Ausente 0(0,0) 1(1,4)
Estroma 15 (75,0) 44 (60,3) 0,45
Muscular 1(25,0) 28 (38,4)
Padrio de crescimento
Expansivo 11 (55,0) 22 (30,1) 0,06
Infiltrativo 9 (45,0) 51 (69,9)
Diferenciaciao
epidermoide 0,01
Ausente 11 (55,0) 16 (21,9)
Presente 9 (45,0) 57 (78,1)
Permeacio vascular
Ausente 13 (65,0) 16 (21,9) 0,001
Presente 7 (35,0) 57 (78,1)
Metastases ganglionares
o) 20 (100,0) 51(69,9) 0,003
NO 0(0,0) 22 (30,1)
N1
Infiltrado inflamatério
Escasso 12 (60,0) 30 (41,1) 0,24
Moderado 5(25,0) 20 (27,4)

Abundante 3 (15,0) 23 (31,5
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Quadro 3 (continuagdo). Associagdo da expressao de VEGF e as varidveis clinico-patologicas e
imuno-histoquimicas.

VEGF
Malignos n=93 <=3 >3 Y
n (%) n (%)

Caderina E
Preservada 4(20,0) 22 (30,1) 0,60
Diminuida 16 (80,0) 51 (69,6)

Caderina E
Membranar 4(20,0) 14 (19,2) 1,00
Aberrante 16 (80,0) 59 (80,8)

Beta catenina
Preservada 8(40,0) 52(71,2) 0,42
Diminuida 12 (60,0) 21 (28,8)

Beta catenina
Membranar 12 (60,0) 30 (41,1) 0,20
Aberrante 8 (40,0) 43 (58,9)

MMP1
Baixo 9 (45,0) 18 (24,7) 0,10
Alto 11 (55,0) 55(75,3)

MMP2
Baixo 6 (30,0) 6(8,2) 0,019
Alto 14 (70,0) 67 (91,8)

TIMP
Baixo 15 (75,0) 34 (46,6) 0,04
Alto 5(25,0) 39 (53,4)

Quadro 4. Associacdo da expressdo de VEGF e os indices proliferativos.

VEGF
indices proliferativos <=3 >3 p
Indice mitotico
Mediana 0,72 1,13 0,009
Minimo-Méximo 0,18-3,00 0,10-4,56

indice Ki-67
Mediana 31,20 41,80 p<0,0001
Minimo-Maximo 2,20-54,20 9,99-77,70
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ANEXO IV

Quadro 1. Comparagdo entre os carcinomas Ny e N, e os critérios clinico-patologicos.
Envolvimento ganglionar (N)

No N; P
Malignos n=93 n (%) n (%)
Idade (anos) (n=88)
<8 10 (14,9) 0(0,0) 0.008
8-11 29 (43,3) 4 (20,0)
>11 28 (41,8) 16 (80,0)
Tamanho (cm)
<2 27 (38,0) 4(18,2)
2-3 26 (36,6) 9 (40,9) 0,18
>3 18 (25.,4) 9 (40,9)
Ulceracio
Ausente 49 (69,0) 15 (68,2) 1,00
Presente 22 (31,0) 7(31,8)
Tipo histologico
CDI-STE 51(71,8) 14 (63,6)
CEM 79,9) 1(4,5) 0,40
C. metaplasico 7(9,9) 5(22,7)
C. micropapilar 6 (8,50) 2(9,1)
Grau histologico
Grau [ 5(7,0) 0(0,0) 0,14
Grau II 36 (50,7) 8(36,4)
Grau III 30 (42,3) 14 (63,6)
Grau nuclear
Grau 2 31(43,7) 8(36,4) 0,63
Grau 3 40 (56,3) 14 (63,6)
Estadio
I 27 (38,0) 0(0,0)
I 25(35,2) 0(0,0) <0,0001
v 19 (26,8) 22 (100,0)
Necrose
Ausente 4 (14,8) 1(1,5) 0,03
Células isoladas 3(11,1) 5(5,7)
Extensa 20 (74,1) 60 (90,9)
Invasio
Ausente 1(1,4) 0(0,0)
Estroma 46 (64,8) 13 (59,1) 0,70
Muscular 24 (33,8) 9(40,9)
Permeacio vascular
Ausente 29 (40,8) 0(0,0) <0,0001
Presente 42 (59,2) 22 (100,0)
Caderina E
Preservada 19 (26,8) 7(3L,8) 0,80
Diminuida 52(73,2) 15 (68,2)
Caderina E
Membranar 17 (23,9) 1(4,5) 0,06
Aberrante 54 (76,1) 21 (95,5)
p-catenina
Preservada 21 (29,6) 8(36,4) 0,80
Diminuida 50 (70,4) 14 (63,6)
p-catenina
Membranar 33 (46,5) 9 (40,9) 0,80

Aberrante 38 (53.,3) 38 (59,1)
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Quadro 1 (continuacdo). Comparacdo entre os carcinomas Ny e N, e os critérios clinico-patoldgicos.
Envolvimento ganglionar (N)

Malignos n=93 No N; p
n (%) n (%)

Caderina E/ p-catenina
Preservada 12 (16,9) 6(27,3) 0,36
Diminuida 59 (83,1) 16 (72,7)

MMP1
Baixo 23 (32,4) 4(18,2) 0,30
Alto 48 (67,6) 18 (81,8)

MMP2
Baixo 9(12,7) 3(13,6) 1,00
Alto 62 (87,3) 19 (86,4)

TIMP1
Baixo 39 (54,9) 10 (45,5) 0,50
Alto 32 (45,1) 12 (54,5)

VEGF
<=3 20(28,2) 0(0.0) 0.003
>3 51(71,8) 22 (100.0)

HER-2/neu
<3 59 (83,1) 17 (77.,3) 0,50
>3 12 (16,9) 5(22,7)

Quadro 2. Comparagio dos Indices proliferativos dos carcinomas Ny e Nj.

Carcinomas
indices proliferativos No N; p
Indice mitético
Mediana 0,97 1,43 0,012
Minimo-Maéximo 0,10-4,56 0,57-3,75

Indice Ki-67
Mediana 35,50 50,03 0.003
Minimo-Maximo 2,20-76,60 27,30-77,70
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ANEXO V

Quadro 1. Comparacdo da expressao das varidveis imuno-histoquimicas entre os tumores
primarios e as suas metastases.

Parametro Tumor primirio Metdastase p
Caderina E

Preservada 7(31,8) 8(36,4) 1,00
Diminuida 15 (68,2) 14 (63,6)

p-Catenina

Preservada 8(36,4) 6(27,3)

Diminuida 14 (63,6) 16 (72,7) 0,75
Caderina E/ B-

Catenina 6(27.3) 5(22,7) 1,00
Preservada 16 (72,7) 17 (77,30)

Diminuida

MMP1

Baixo 4(18,2) 4(18,2) 1,0
Alto 18 (81,8) 18 (81,8)

MMP2

Baixo 3(13,6) 4(20,0) 0,66
Alto 19 (86,4) 16 (80,0)

TIMP1

Baixo 10 (45,5) 11 (50,0)

Alto 12 (54,5) 11 (50,0) 1,00
VEGF

<3 0(0,0) 1(4.5)

>3 22 (100,0) 21(95,5) 1,00

Quadro 2: Correlagdo da expressdo de Caderina E e Beta Catenina nos tumores primarios ¢
respectivas metastases.

Beta Catenina

n Preservada Diminuida p
Caderina E
Preservada 15 11 (78,6) 4(13,3) <0,001
Diminuida 29 3(21,4) 26 (86,7)

Total 44 14 30
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ANEXO VI

Quadro 1: Associagao da multifocalidade com os critérios clinico-patologicos.

Lesoes
Variaveis Solitarias Multiplas p
n (%) n (%)

Tipo histolégico
Alteragdes nao neoplasicas 16 (43.2) 4(4.9) <0.0001
Neoplasias benignas 3(8.1) 9(11.0)
Neoplasias malignas 18 (48.6) 69 (84.1)

Raga
Europeu 27 (73.0) 49 (59.8)
Siamés 7 (18.9) 27 (32.9) 0.4
Persa 1(2.7) 2(24)
Cruzado 2(54) 4(4.9)

Idade (anos) n=112
<8 15 (44.1) 14 (17.9)
8-11 12 (35.3) 30 (38.5) 0.008
>11 7 (20.6) 34 (43.6)

Cadeia mamaria (n=77)
Direita 6 (24.0) 14 (29.8) 0.005
Esquerda 19 (76.0) 20 (42.6)
Ambas 0(0.0) 13 (27.7)

Localizagido (n=81)
Toracica (par 1/2) 10 (33.3) 14 (27.5) 0.001
Abdominal (par 3/4) 20 (66.7) 19 (37.3)
Ambos os pares 0(0.0) 18 (53.3)

Contracepc¢ao (n=77)
Nao 6(27.3) 16 (29.6) 1.0
Sim 16 (72.7) 38 (70.4)

Tamanho (cm)
<2 14 (37.8) 30 (36.6)
2-3 9(24.3) 31(37.8) 0.26
>3 14 (37.8) 21 (25.6)

Ulceracao
Ausente 32 (86.5) 64 (78.0) 0.32
Presente 5(13.5) 18 (22.0)

Necrose
Ausente 19 (51.4) 16 (19.5) 0.001
Presente 18 (48.6) 66 (80.5)

Invasdo
Ausente 10 (54.1) 14 (17.1) <0.0001
Presente 17 (45.9) 68 (82.9)

Tipo de crescimento
Expansivo 26 (70.3) 39 (47.6) 0.03
Infiltrativo 11(29.7) 43 (52.4)

Diferemciaciio. epiderméide
Ausente 24 (64.9) 34 (41.5) 0.03
Presente 13 (35.1) 48 (58.5)

Permeacio vascular
Ausente 25 (67.6) 37 (45.1) 0.03
Presente 12 (32.4) 45 (54.9)

Metastizaciio ganglionar (N)
NO 36 (97.3) 63 (76.8) 0.007
N1 1(2.7) 19 (23.2)
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ANEXO VI

Quadrol. Indices mitdtico e de antigénio Ki-67 das alteragdes/lesdes mamarias analisadas.

Indices Alterac¢des nio neoplasicas Neoplasias benignas Neoplasias malignas
proliferativos p
Indice mitotico
Mediana 0,50 0,15 1,07 <0,0001
Minimo-Maximo 0,00-0,90 0,10-0,67 0,10-4,56
Indice Ki-67
Mediana 17,80 8,60 38,54 <0,0001
Minimo-Méximo 5,20-37,25 1,50-15,12 2,20-77,70
Quadro 2. Analise comparativa dos indices de proliferagdo celular das alteracdes

fibroadenomatosas (AFTs) e dos fibroadenomas.

Indices
proliferativos AFT Fibroadenoma p

Indice mitético

Mediana 0,60 0,17 0,003

Minimo-Maximo 0,10-0,90 0,10-0,30
indice ki-67

Mediana 20,42 9,05 <0,0001

Minimo-Maximo 15,60-37,25 1,50-12,50

Quadro 3. Analise comparativa dos indices de proliferacdo das alteragdes fibroadenomatosas

(AFTs) e fibroquisticas (AFQs).

Indices
proliferativos AFQ AFT p
Indice mitético
Mediana 0,00 0,60 0,003
Minimo-Maximo 0,00-0,30 0,10-0,90

Indice ki-67
Mediana 9,60 20,42 p<0,0001
Minimo-Maximo 5,20-14,40 15,60-37,25
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Quadro 4. Comparagdo dos indices de proliferacao celular entre os carcinomas e as alteragdes mamarias
presentes na sua periferia.

AFQ CDIS Carcinoma
indices proliferativos (n=39) (n=25) (n=93) p
Indice mitético
Mediana 0,10 1,20 1,08 <0,0001
Minimo-Maximo 0,00-0,50 0,29-3,69 0,10-4,56
indice Ki-67
Mediana 6,80 44,96 38,78 <0,0001

Minimo-M4aximo 1,30-28,90 9,99-71,70 2,20-77,70
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Quadro 1 Analise univariada da sobrevivéncia total em gatas com ganglios linfaticos negativos (n=48) ¢

comparagdo com os parametros clinico-patoldgicos e imunohistoquimicos.
Sobrevivéncia cumulativa

Tempo mediano de

Variaveis n Aos 12 meses No fim do periodo de ST p
seguimento (meses)
n (%) n (%)

Idade (anos) (n=45)
<8 6 3(50,0) 3(333) 8 0,18
8-11 26 17 (65,4) 8(30,8) 21
>11 13 5(38,9) 0(0,0) 9

Tamanho (cm)
<2 20 15 (75,0) 7 (35,0) 18 0,0041
2-3 16 9 (56,3) 4(25,0) 13
>3 12 3(25,0) 0(0,0) 6

Ulceragio
Ausente 35 21 (60,0) 10 (28,6) 14 0.25
Presente 13 6 (46,2) 1(7,7) 9

Tipo histolégico
CDIS 1 1 (100,0) 1(100,0) -- 0,001
CEM 5 4 (80,0) 4 (80,0) -- (média 31.4)
CDI-STE 35 22 (62,9) 6 (17,1) 14
C. metaplasico 3 0(0,0) 0(0,0) 3
C micropapilar 4 0(0,0) 0(0,0) 4

Grau histolégico (n=47)
Grau I 4 4 (100,0) 2 (50,0) 36 <0,0001
Grau II 22 19 (86,4) 8(36,4) 24
Grau I1I 21 3(14,3) 0(0,0) 7

Grau nuclear
Grau 2 19 16 (84,2) 7 (36,8) 36 0,0022
Grau 3 29 11(37,9) 4(13,8) 8

Estadio
1 21 16 (76,2) 9 (42,9) 24
I 13 7(53,9) 2 (15,4) 13 0,0036
/v 14 4(28,6) 0(0,0) 7

Necrose
Ausente 2 2 (100,0) 0.(0,0) -- 0,26
Células isoladas 5 4 (80,0) 2 (40,0) 24
Extensa 41 21(51,2) 7(17,1) 13

Invasio
Ausente 1 1 (100,0) 1 (100,0) -- 0,49
Estroma 30 15 (56,7) 8(26,7) 13
Muscular 17 9(52,9) 2(11,7) 13

Diferenciacio

epidermdide 12 8 (66,7) 4(33,3) 18 0,51
Ausente 36 19 (52,8) 7(19,4) 13
Presente

Padrao de crescimento

Expansivo 15 8(53,3) 6 (40,0) 18 0,51
Infiltrativo 33 19 (57,6) 5(15,2) 13

Permeacio vascular
Ausente 20 15 (75,0) 10 (50,0) 36 0,0021
Presente 28 12 (42,9) 1(3,6) 8

indice mitético
Baixo (<1.1) 26 18 (69,2) 10 (38,5) 21 0,017
Alto (=1.1) 22 9 (40,9) 1 (4,6) 8

indice de Ki 67
Baixo (<35.5) 27 19 (70,4) 9(33,3) 24 0,049

Alto (>35.5) 21 7(33.3) 2(9.5) 8
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Quadro 1 (continuagdo) Andlise univariada da sobrevivéncia total em gatas com ganglios linfaticos

negativos (n=48) e comparagdo com os parametros clinico-patologicos e imunohistoquimicos.
Sobrevivéncia cumulativa

Tempo mediano de

Variaveis n Aos 12 meses No fim do periodo de ST p
seguimento (meses)
n (%) n(%)

Caderina E
Preservada 19 10 (71,4) 5(35,7) 14 0,28
Diminuida 29 17 (50,0) 6(17,7) 8

p-Catenina
Preservada 15 8(53.,3) 3(20,0) 13 0,96
Diminuida 33 19(57,6) 8(24,2) 13

MMP1
Baixo 14 9(64,3) 3(35,7) 24 0,32
Alto 34 18 (52,9) 6(17,7) 13

MMP2
Baixo 7 5(71,4) 3(42,9) 24 0,39
Alto 41 22 (53,7) 8(19,5) 13

TIMP1
Baixo 25 13 (52,0) 6 (24,0) 13 0,65
Alto 23 14 (60,9) 5(21,7) 14

VEGF
<3 13 9(69.,2) 4(30,8) 19 0,49
>3 35 18 (41,4) 7 (20,05) 13

HER-2/neu
Negativo 35 22 (62,9) 2(22,9) 14 0,17
Positivo 6 2 (25,0) 1(12,5) 7

Quadro 2 Andlise univariada da sobrevivéncia livre de doenga em gatas com ganglios linfaticos negativos

(n=34) e comparag@o com os parametros clinico-patologicos e imunohistoquimicos.
Sobrevivéncia cumulativa

Variaveis Tempo mediano de
n Aos 12 meses No fim do periodo de SLD p
seguimento (meses)
n (%) n(%)
Idade (anos) (n=33)
<8 4 2 (50,0) 1(25,0) 12 0,018
8-11 19 10 (52,6) 5(26,3) 14
>11 10 1(10,0) 0(0,0) 6
Tamanho (cm)
<2 16 6 (37,5) 3(18,8) 18 0,04
2-3 13 8(61,5) 3(23.8) 19
>3 19 0(0.0) 0(0.0) 5
Ulceracio
Ausente 25 12 (48.0) 6(24.0) 12 0,39
Presente 9 2(22.2) 0(0.0) 11
Tipo histologico
CDIS 1 1 (100,0) 1 (100,0) -
CEM 4 4 (100,0) 2 (50,0) 31 0,0086
CDI-STE 26 9 (34,6) 3(1L,5) 11
C. metaplasico 1 0(0,0) 0(0,0) 3
C micropapilar 2 0(0,0) 0(0,0) 3
Grau histolégico (n=33)
Grau I 2 2 (100,0) 1(50,0) 31 <0.0001
Grau II 18 10 (55,6) 4(22,2) 14

Grau III 13 1(7,7) 0 (0,0) 4
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Quadro 2 (continuagdo) Analise univariada da sobrevivéncia livre de doenga em gatas com ganglios linfaticos

negativos (n=34) e comparagdo com os parametros clinico-patologicos e imunocitoquimicos.
Sobrevivéncia cumulativa

Tempo mediano de

Variaveis n Aos 12 meses No fim do periodo de SLD p
seguimento (meses)
n (%) n(%)
Grau nuclear
Grau 2 15 9 (60,0) 3(20,0) 14 0,03
Grau 3 19 5(26,3) 3(15,8) 7
Estadio
I 17 8 (47,1) 5(29.4) 12 0,06
I 11 6 (55,6) 1(9,1) 14
/v 6 0(0,0) 0(0,0) 5
Necrose
Ausente 2 2 (100,0) 1.(50,0) 14 0,26
Células isoladas 5 4 (80,0) 2 (40,0) 24
Extensa 41 21(51,2) 7(7,1) 13
Invasio
Ausente 1 1 (100,0) 1 (100,0) -- 0,20
Estroma 20 10 (50,0) 4(20,0) 12
Muscular 17 3(23,1) 1(7,8) 7
Diferenciacio
epidermoide 8 4(50,0) 2 (25,0) 11 0,63
Ausente 26 10 (38,5) 4 (15,4) 12
Presente
Padrao de crescimento
Expansivo 12 5(41,7) 3(25,0) 10 0,86
Infiltrativo 22 9 (40,9) 3(13,6) 12
Permeacio vascular
Ausente 16 10 (62,5) 6 (37,5) 14 0,0095
Presente 28 4(22,2) 0(0,0) 7
Indice mitético
Baixo (<1.1) 20 10 (50,0) 6 (30,0) 12 0,059
Alto (>1.1) 14 4 (28,6) 0(0,0) 7
indice de Ki-67
Baixo (<35.5) 20 10 (50,0) 6(30,0) 12 0,12
Alto (>35.5) 14 4 (28,6) 0(0,0) 7
Caderina E
Preservada 12 6 (50,0) 3(25,0) 12 0,23
Diminuida 22 8(36,4) 3(13,6) 10
p-Catenina
Preservada 11 4(36,4) 2(18,2) 12 0,90
Diminuida 23 10 (43,5) 4(17,4) 12
MMP1
Baixo 9 5(55,6) 3(333) 19 0,28
Alto 25 9 (36,0) 3(12,0) 11
MMP2
Baixo 5 3 (60,0) 2 (40,0) 31 0,29
Alto 29 11(37,9) 4(13,8) 12
TIMP1
Baixo 17 8(47,1) 4(23,95) 12 0,39
Alto 17 6(35,3) 2 (11,8) 11
VEGF
<3 9 5(55,6) 3(333) 14 0,45
>3 25 9 (36,0) 3(12,0) 12
HER-2/neu
Negativo 23 10 (43,5) 5(21,7) 12 0,14

Positivo 5 2 (40,0) 1(20,0) 7
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ANEXO IX

Quadro 1. Associacdo da ploidia de ADN e os critérios clinico-patoldgicos e imunohistoquimicos.
Ploidia de ADN

Varidveis ADN diploide ADN aneuploide ADN multipléide P
n (%) n (%) n (%)
Tamanho (cm)
<2 cm 14 (45,2) 10 (29.,4) 6(21,4) 0,30
2-3 cm 11 (35,5) 12 (35,3) 13 (46,4)
>3 cm 6(19,4) 12 (35,3) 9(32,1)
Ulceragio
Ausente 24 (77,4) 22 (64,7) 18 (64,3) 0,45
Presente 7 (22,6) 12 (35,3) 10 (35,7)
Tipo histolégico
CDIS 13,2) 0(0,0) 0(0,0)
CEM 4(12,9) 2(5,9) 1(3,6) 0,72
CDI-STE 21(67,7) 24 (70,6) 20 (71,4)
C. metaplasico 39,7 4(11,8) 5(17,9)
C micropapilar 2 (6,5) 4(11,8) 2(7,1)
Grau histolégico (n=92)
Grau I 2(6,7) 3(8,8) 0(0,0) 0,002
Grau II 21(71,0) 15 (44,1) 7 (25,0)
Grau III 7(23,3) 16 (47,1) 21 (75,0)
Grau nuclear
Grau 2 22 (71,0) 14 (41,2) 4(14,3) <0,0001
Grau 3 9(29,0) 20 (58,8) 24 (85,7)
Estadio
1 12 (38,7) 10 (29,4) 5(17,9) 0,48
I 8(25,8) 8(23.,5) 9(32,1)
/v 11 (35,5) 16 (47,1) 14 (50,0)
Necrose
Ausente 2 (6,5) 2(5,9) 0(0,0) 0,045
Células isoladas 6(19,4) 2(5,9) 0(0,0)
Extensa 23 (74,2) 30 (88,2) 28 (100,0)
Invasido
Ausente 2 (6,5) 0(0,0) 0 (0,0) 0,20
Estroma 19 (61,3) 24 (70,6) 15 (53,6)
Muscular 10 (32,3) 10 (29.,4) 13 (46,4)
Padrio de crescimento
Expansivo 12 (38,7) 12 (35,3) 9(32,1) 0,87
Infiltrativo 19 (61,3) 22 (64,7) 19 (67,9)
Permeacio vascular
Ausente 12 (38,7) 12 (35,3) 5(17,9) 0,18
Presente 19 (61,3) 22 (64,7) 23 (82,1)
Metastizacao
Ausente 25 (80,6) 27 (79,4) 19 (67,9) 0,45
Presente 6(19,4) 7 (20,6) 9(32,1)
Diferenciacio epiderméide
Ausente 10 (32.2) 10 (29.,4) 7 (25,0)
Presente 21(67,7) 24 (70,6) 21 (75,0) 0,83
Caderina E
Preservada 14 (45,2) 10 (29,4) 3(10,7) 0,014
Diminuida 17 (54,8) 24 (70,6) 25 (89,3)
p-Catenina
Preservada 11 (35,5) 12 (35,3) 7 (25,0) 0,622

Diminuida 20 (64.,5) 22 (64.7) 21(75.,0)
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Quadro 1. (continuagdo) Associacdo da ploidia de ADN e os critérios -clinico-patologicos
imunohistoquimicos.

Ploidia de ADN

Varidveis ADN diploide ADN aneuploide ADN multipléide P
n (%) n (%) n (%)
MMP1
Baixo 12 (38,7) 11(32,4) 4 (14,3) 0,1
Alto 19 (61,3) 23 (67,6) 24 (85,7)
MMP2
Baixo 6(19,4) 5(14,7) 3(10,7) 0,65
Alto 25 (80,6) 29 (85,3) 25(89,3)
TIMP1
Baixo 16 (51,6) 20 (58,8) 13 (46,4) 0,62
Alto 15 (48,4) 14 (41,2) 15 (53,6)
VEGF
<3 7 (22,6) 8(23,5) 4 (14,3) 0,63
>3 24 (77,4) 26 (76,5) 24 (85,7)

Quadro 2. Associagdo da ploidia de ADN e a proliferagao celular.

Ploidia de ADN
indices ADN dipléide ADN aneuploide ADN multiploide p
proliferativos
Indice mitético (%)
Mediana 0,91 1,07 1,40 0,018
Minimo-Maximo 0,1-3,45 0,19-3,69 0,28-4,56
Indice Ki-67 (%)
Mediana 36,38 36,20 41,90 0,27
Minimo-Maximo 2,2-72,27 8,25-69,40 19,4-77,70

Quadro 3. Associacdo da frac¢do ScER e os critérios clinico-patologicos e imunohistoquimicos.

5cER
Variaveis 0 <1 >1 p
n (%) n (%) n (%)
Tamanho (cm)
<2 cm 10 (76,9) 2 (15,4) 18 (26,9)
2-3 cm 2 (15,4) 7 (53,8) 27 (40,3) 0,005
>3 cm 1(7,7) 4(30,8) 22 (32,8)
Ulceracio
Ausente 11 (84,6) 10 (76,9) 43 (64,2) 0,28
Presente 2 (15,4) 3(23,1) 24 (35,8)
Tipo histolégico
CDIS 1(7,7) 0(0,0) 0(0,0)
CEM 3(23,1) 1(7,7) 3(4,5) 0,036
CDI-STE 7 (53,8) 11 (84,6) 47 (70,1)
C. metaplasico 0(0,0) 1(7,7) 11 (16,4)
C micropapilar 2(15,4) 0(0,0) 6(9,0)
Grau histologico (n=92)
Grau I 2 (16,7) 0(0,0) 3(4,5)
Grau II 7 (58,3) 12 (92,3) 24 (35,8) 0,001
Grau 111 3(25,0) 1(7,7) 40 (59,7)
Grau nuclear
Grau 2 9(69,2) 12 (92,3) 19 (28,4) <0,0001
Grau 3 4 (30,8) 1(7,7) 48 (71,6)
Estadio
1 9(69,2) 2 (15,4) 16 (23,9) 0,005
11 0(0,0) 6 (46,2) 19 (28,4)

/v 4(30,8) 5(38.,5) 32 (47.8)

€
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Quadro 3 (continuacdo). Associacdo da fraccdo S5cER e os critérios clinico-patologicos e
imunohistoquimicos.

5cER
Variaveis 0 <1 >1 p
n (%) n (%) n (%)
Necrose
Ausente 2(15,4) 0(0,0) 2 (3,0)
Células isoladas 4(30,8) 2(15,4) 2 (3,0) 0,002
Extensa 7 (53.,8) 11 (84,6) 63 (94,0)
Invasio
Ausente 2(15,4) 0(0,0) 0(0,0)
Estroma 10 (76,9) 9(69,2) 39 (58,2) 0,002
Muscular 1(7,7) 4(30,8) 28 (41,8)
Padriao de crescimento
Expansivo 5(38,5) 4(30,8) 24 (35,8) 0,91
Infiltrativo 8(61,5) 9(69,2) 43 (64,2)
Permeacio vascular
Ausente 8(61,5) 4(30,8) 17 (25,4) 0,036
Presente 5(38.5) 9(69,2) 50 (74,6)
Metastizacio
Ausente 10 (76,9) 11 (84,6) 50 (74,6) 0,74
Presente 3(23,1) 2(15,4) 17 (25,4)
Diferenciagio epidermdide
Ausente 5(38,5) 5(38,5) 17 (25,4)
Presente 8(61,5) 8(61,5) 50 (74,6) 0,46
Caderina E
Preservada 6 (46,2) 7 (53.,8) 53 (79,1) 0,019
Diminuida 7 (53.,8) 6 (46,2) 14 (20,9)
p-Catenina
Preservada 9(69,2) 7(53.,8) 47 (70,1) 0,51
Diminuida 4(30,8) 6 (46,2) 20 (29,9)
MMP1
Baixo 6 (46,2) 4(30,8) 17 (25,4) 0,32
Alto 7 (53.,8) 9(69,2) 50 (74,6)
MMP2
Baixo 4(30,8) 2(154) 8(11,9) 0,22
Alto 9(69,2) 11 (84,6) 59 (88,1)
TIMP1
Baixo 10 (76,9) 5(38.5) 34 (50,7) 0,12
Alto 3(23,1) 8(61,5) 33 (49,3)
VEGF
<3 3(23,1) 5(38,9) 11 (16,4) 0,19

>3 10 (76,9) 8 (61,5) 56 (83.,6)
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Fig. 1. Associacdo da fraccdo S5ScER com a Fig. 2. Associacdo da sobrevivéncia livre de

sobrevivéncia total. doenga com a fracg¢do ScER em gatas Ny,






