Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro

VALOR PROGNOSTICO DA DETECAO DE MACROMETASTASES,
MICROMETASTASES E CELULAS NEOPLASICAS ISOLADAS (ITCs)
EM LINFONODOS REGIONAIS DE CADELAS COM NEOPLASIA
MAMARIA MALIGNA

Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterinaria

Ana Teresa Dias Machado

Orientador:

Professora Doutora Adelina Maria Gaspar Gama Quaresma

Vila Real, 2019






Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro

VALOR PROGNOSTICO DA DETEGCAO DE MACROMETASTASES,
MICROMETASTASES E CELULAS NEOPLASICAS ISOLADAS (ITCs)
EM LINFONODOS REGIONAIS DE CADELAS COM NEOPLASIA
MAMARIA MALIGNA

Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterinaria

Ana Teresa Dias Machado

Orientador:

Professora Doutora Adelina Maria Gaspar Gama Quaresma

Composicao do juri:

Professora Doutora Maria da Conceigcdo Medeiros de Castro Fontes
Professora Doutora Felisbina Luisa Pereira Guedes Queiroga
Professora Doutora Fernanda Aurora Gomes de Seixas Travassos

Professora Doutora Adelina Maria Gaspar Gama Quaresma

Vila Real, 2019






Dissertacdo apresentada a Escola de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Departamento de
Ciéncias Veterinarias - da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, como requisito
para a obtengao do titulo de Mestre em Medicina Veterinaria.






Declaro por minha honra que a presente dissertacao de
mestrado € resultado da minha pesquisa e trabalho
pessoal e das orientacées da minha supervisora. O seu
conteudo € original e todas as fontes consultadas estao
devidamente mencionadas no texto e na bibliografia final.
Declaro ainda que este trabalho foi redigido
especialmente para este fim e que nao foi apresentado
em nenhuma outra instituicdo para obtencao de qualquer

grau académico.






Publicacoes

Os resultados deste trabalho foram parcialmente apresentados sob a forma de

comunigao oral:

Machado A, Vilhena H, Gama A (2018). Lymph node micrometastases and isolated
tumour cells: prognostic significance in canine mammary cancer. XXl Meeting of the

Portuguese Society Animal Pathology. 9-10" June, Coimbra, Portugal.






Agradecimentos

Ao longo deste projeto, foram muitas as pessoas e entidades que prestaram o seu
contributo e apoio. A elas 0 nosso sincero agradecimento.

A Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, na pessoa do Magnifico Reitor,
manifestamos o nosso agradecimento pelas condigdes disponibilizadas.

Ao CECAV-UTAD, a disponibilidade de acesso ao equipamento de aquisicdo de imagem
Nikon NIS-Elements D (Projecto PEst-OE/AGR/UI0772/2014).

A Professora Doutora Adelina Gama, orientadora desta dissertacdo, expresso o meu
profundo agradecimento pela dedicacao a este projeto, pelos conhecimentos transmitidos,
pela sua amizade e paciéncia e pela disponibilizacdo de meios para a execug¢do da
componente pratica.

Ao Doutor Hugo Vilhena, pela sua disponibilidade e colaboragéo neste trabalho.

As colaboradoras do Laboratério de Histologia e Anatomia Patolégica da UTAD pela
simpatia, disponibilidade e apoio prestado.

A Beatriz, pela sua amizade e compreensao, pelas conversas partilhadas e pelo apoio e
incentivo permanentes.

A Maria Jo&o, pela sua amizade e confianga.

Aos meus pais e a Mariana, os meus pilares, pelo vosso amor e apoio incondicionais, por
acreditarem em mim e incentivarem a concretizagdo dos meus objetivos. A Mia, minha fiel

companheira de 4 patas.

A todos aqueles que se cruzaram neste percurso e de alguma forma contribuiram para a

sua concretizacdo, 0 meu muito obrigado.

Vii






Resumo

Nas neoplasias mamarias malignas da cadela, a avaliagdo do envolvimento dos linfonodos
regionais fornece informacao progndstica relevante. Contudo, o significado clinico da
presenca de células tumorais isoladas (ITCs) e de micrometastases nao esta
completamente esclarecido, constituindo objetivo deste trabalho avaliar o seu valor
prognéstico. Foram selecionadas 75 neoplasias mamarias malignas, acompanhadas de um
ou varios linfonodos regionais. Estes foram avaliados a nivel histolégico com coloragcao HE e
imuno-histoquimica (panqueratina), categorizando-se as metastases em: macrometastases
(> 2 mm), micrometastases (0,2-2 mm) e ITCs (< 0,2 mm). Neste estudo, 49 (65,3%)
cadelas apresentaram metastizagdo dos linfonodos regionais: 49% (n = 24) evidenciaram
macrometastases, 28,6% (n = 14) apresentaram micrometastases e 22,4% (n = 11)
apresentaram ITCs. A dimensdo dos focos metastésicos dos linfonodos regionais esteve
significativamente associada ao tipo histolégico (P = 0,030), grau histolégico (P = 0,001) e
invasao linfovascular (P < 0,0001). A andlise da sobrevivéncia total (ST) revelou que a
presenca de metastases ganglionares esteve significativamente associada a um pior
prognéstico (média 18,7 vs. 11,6 meses, P = 0,013), ndo se tendo verificado diferengas
significativas no estudo da sobrevivéncia livre de doenga (SLD). ApOs categorizagao das
metéstases ganglionares verificaram-se diferengas estatisticamente significativas entre os
diferentes grupos tanto na ST como na SLD (P < 0,0001), apresentando as cadelas com
macrometastases taxas de sobrevivéncia inferiores; as cadelas sem metastases ou com
micrometastases/ITCs apresentaram taxas de sobrevivéncia semelhantes, ndo havendo
diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos. Neste estudo, a presenca de
metastases de diametro inferior a 2 mm nos linfonodos regionais de cadelas com neoplasias
mamarias malignas ndo demonstrou estar associada a pior prognéstico; no entanto,
consideramos fundamentais estudos adicionais, com um maior nUmero de animais, que

comprovem estes resultados.

Palavras-chave: cadela, neoplasia mamaria, linfonodo, metastase, progndstico






Abstract

In canine malignant mammary tumours, the evaluation of regional lymph node involvement
provides relevant prognostic information. However, the clinical significance of isolated tumour
cells (ITCs) and micrometastases is not completely clarified. In the present study, 75 canine
malignant mammary tumours with regional lymph nodes were selected. Lymph nodes were
histologically evaluated by routine histopathology and immunohistochemistry (pankeratin).
Metastases were categorized in: macrometastases (> 2 mm), micrometastases (0.2-2 mm)
and ITCs (< 0.2 mm). In this study, 49 (65.3%) female dogs exhibited lymph node
metastasis: 49% (n = 24) showed macrometastases, 28.6% (n = 14) presented
micrometastases and 22.4% (n = 11) presented ITCs. The size of lymph node metastasis
was significant associated with histological tumor type (P = 0.030), histological grade (P =
0.001) and lymphovascular invasion (< 0.0001). Overall survival (OS) analysis revealed that
the presence of lymph node metastases was significantly associated with poor prognosis
(mean 18.7 vs. 11.6 months, P = 0.013); no significant differences were observed for disease
free survival (DFS). With lymph node metastasis categorization, statistical significant
differences were observed between different groups both in OS and DFS (P < 0,0001), with
female dogs with macrometastases showing lower survival rates; female dogs with no
metastases or with micrometastases/ITCs presented similar mean survival rates, with no
statistical differences between both groups. In this study, the presence of lymph node
metastases smaller than 2 mm in female dogs with malignant mammary tumours was not
associated with a worse prognosis; additional studies, with a larger case series, are
necessary to confirm these findings.

Keywords: female dog, mammary tumour, lymph node, metastasis, prognosis
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I. Revisao Bibliografica

1. Introducao

A glandula mamaria é um érgao especializado da pele, exclusivo dos mamiferos. Trata-se
de uma glandula sudoripara apdcrina modificada, cuja fungéo lactogénica é essencial para a
sobrevivéncia dos neonatos nos primeiros meses de vida. Cada glandula mamaria é
constituida por um sistema de ductos e alvéolos, sustentados por estroma fibrovascular e
tecido adiposo (Silver, 1966; Sorenmo et al., 2011).

Os processos neoplasicos neste 6rgdo sdo muito frequentes na cadela, com uma
prevaléncia superior a observada na mulher (Ruberte et al., 1990; Gamlem et al., 2008). As
neoformag¢des mamarias podem ter origem em um ou varios dos seus componentes (células
epiteliais dos ductos e alvéolos, células mioepiteliais, células mesenquimatosas) e
apresentar um amplo espectro de morfologias (Fowler et al., 1974). Prever o seu
comportamento biologico e definir a abordagem terapéutica constituem um desafio para os
clinicos e patologistas, pelo que existe uma necessidade crescente em identificar
parametros clinicos, patolégicos e moleculares que permitam adequar a resposta
terapéutica e estabelecer um progndéstico (Queiroga et al., 2011).

2. Glandula mamaria

2.1. Desenvolvimento

O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre em distintas etapas. Inicia-se no embrido,
em ambos 0s sexos, e prossegue apds o nascimento apenas nas fémeas. Os estadios finais
de desenvolvimento ocorrem somente na fase adulta (pds-pubere), designadamente durante
a gestacao (Sorenmo et al., 2011; Reese et al., 2014).

A primeira evidéncia do esbo¢o mamério surge no embrido, por volta dos 25 dias de
gestacao (Pretzer, 2008), como espessamentos bilaterais lineares da ectoderme, também
designados cristas mamarias. Estas estruturas prolongam-se ventralmente desde a base da
extremidade anterior (futura regiao axilar) até a base da extremidade posterior (futura regiao
inguinal). Num complexo sistema de interagdes moleculares entre folhetos germinativos, as
células epiteliais proliferam em profundidade na mesoderme subjacente e coalescem para
formar os botdes mamarios, a partir dos quais surgem multiplas evaginagées em forma de
corddes sélidos. As células mesenquimatosas condensam-se em torno dos botdes
mamarios e dardo origem ao estroma mamario (Silver, 1966; Hennighausen e Robinson,

2001; Sorenmo et al., 2011). Por um processo de cavitagdo, formam-se ductos, dos quais
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surgem evaginacdes secunddrias que terminam em fundo de saco. Este sistema de ductos
rudimentares comunica com o exterior através de uma regidao de epitélio especializado,
situada na superficie de cada botdo mamario, que se convertera no mamilo (Silver, 1966;
Sorenmo et al., 2011).

Na puberdade, o desenvolvimento da glandula mamaria prossegue apenas nas fémeas, em
intima relagcdo com a fase do ciclo éstrico. Sob influéncia das hormonas esterdides e
peptidicas, o sistema de ductos, até entdo rudimentar, sofre diferenciacdo. As porcdes
terminais diferenciam-se em alvéolos com capacidade secretora e os ductos proliferam e
ramificam-se. Na fase final da gestagdo ha um incremento na atividade celular e o epitélio
alveolar adquire capacidade lactogénica. A alteracdo do ambiente hormonal que sucede
apos o parto, com a quebra dos niveis circulantes de progesterona e prolactina, conduz ao
processo de involugdo do tecido mamario. Aos 40 dias ap6s o parto, a porcao secretora
degenera e apenas se mantém o sistema de ductos (Silver, 1966; Sorenmo et al., 2011).

2.2. Anatomia e morfologia

E durante o periodo embrionario que se determina o nimero e a posicdo das glandulas
mamarias. A maioria dos canideos possui cinco pares de glandulas, localizadas
ventralmente de cada um dos lados da linha média. Alteragcdes de numero sao frequentes,
com alguns animais a apresentarem de 8 a 12 glandulas. Tipicamente, encontramos quatro
glandulas toracicas (duas craniais e duas caudais), quatro glandulas abdominais (um par
cranial e outro caudal) e duas mamas na regiao inguinal (Silver, 1966). Normalmente as
glandulas toracicas sdo mais pequenas, as abdominais de tamanho intermédio e as
inguinais apresentam as maiores dimensdes (Evans e Lahunta, 2012).

Cada glandula mamaria € composta por parénquima glandular e estroma, que inclui tecido
conjuntivo intersticial, vasos sanguineos, linfaticos, nervos e tecido adiposo. O tecido
glandular organiza-se em lébulos, formados por multiplos alvéolos e tubulos, que drenam
para um ducto principal. Os Iébulos mamarios estdo separados entre si por septos e
constituem a unidade funcional da mama. Os alvéolos, local de sintese e secrecéo do leite,
sao revestidos por epitélio cubdide a colunar simples, dependendo da fase secretora,
rodeados por células mioepiteliais estreladas e uma membrana basal. As células
mioepiteliais tém capacidade contrétil e, em resposta a libertagdo de oxitocina, sao
responsaveis pela descida do leite. Os ductos intralobulares de pequeno calibre tém uma
morfologia semelhante aos alvéolos, sendo constituidos por uma camada simples de epitélio
cubdide sobre uma membrana basal, interpostos por uma camada continua de células
mioepiteliais fusiformes. Estes tubulos convergem para a rede de ductos galactoforos
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interlobulares e desembocam num seio lactifero. A nivel morfoldégico observa-se uma
transicéo para um epitélio estratificado com dupla camada de células cuboidais, nas porcoes
mais distais dos ductos. E na regido do mamilo que se encontram os seios lactiferos. Estas
dilatagdes do lumen ductal, delimitadas por esfinteres de musculo liso, sdo revestidas por
epitélio estratificado cubdide. Os seios prolongam-se até a superficie pelos ductos papilares
e comunicam com o exterior pelos orificios papilares do mamilo (Silver, 1966; Monteiro-
Riviere, 2006; Sorenmo et al., 2011). O numero de ductos que convergem para o mamilo é
variavel, podendo observar-se desde 7 a 16 (Evans e Lahunta, 2012). Externamente, cada
glandula mamaria é coberta por pele de epiderme fina e centrada por um mamilo. A porgao
externa dos mamilos apresenta um revestimento de epitélio estratificado queratinizado e um
esfinter, formado por duas camadas de musculo liso, uma interna circular e outra externa
longitudinal (Silver, 1966; Monteiro-Riviere, 2006; Sorenmo et al., 2011).

O tecido mamario é intensamente vascularizado. As glandulas toracicas recebem irrigacao
dos ramos mamarios da artéria epigastrica superficial cranial, uma ramificacdo da artéria
toracica interna, e das artérias intercostal e toracica lateral. O aporte sanguineo as glandulas
abdominais craniais também é garantido por ramos dos vasos epigastricos superficiais
craniais. As glandulas abdominais caudais e inguinais sao irrigadas pelos ramos mamarios
da artéria epigastrica superficial caudal, que emerge da artéria pudenda externa (Figura 1).
Ocorrem anastomoses entre os ramos das artérias epigastricas superficiais craniais e
caudais, que irrigam os complexos mamarios abdominal e inguinal (Silver, 1966; Evans e
Lahunta, 2012).

A vasculatura venosa é formada por uma rede paralela ao circuito arterial (Figura 1). As veias
epigastricas superficiais craniais escoam sangue proveniente das mamas torécicas, ao
passo que o vaso caudal da veia epigéastrica superficial drena os complexos mamarios
abdominais e inguinais. O sangue é escoado para a veia epigastrica cranial e para a veia
pudenda externa, respetivamente. As anastomoses venosas sdo mais frequentes que as
arteriais, podendo os vasos cruzar a linha média ou estabelecer ligacbes cranio-caudais
(Silver, 1966; Evans e Lahunta, 2012).

A drenagem linfatica tem especial importancia no contexto das neoplasias mamarias
malignas, por ser uma via preferencial de disseminacdo das células epiteliais neoplasicas
(Ruberte et al., 1990; Patsikas et al., 2006). A descricao detalhada da anatomia linfatica da
glandula mamaria normal e neoplasica é feita no ponto 2.4 deste capitulo.

As glandulas mamarias recebem inervagdo sensorial, simpatica e parassimpatica. As
glandulas torécicas craniais s@o inervadas pelos ramos mamarios laterais e mediais dos
quarto, quinto e sexto nervos intercostais. As glandulas toracicas caudais s&o inervadas

pelos ramos mamarios laterais, dos sexto e sétimo nervos intercostais. Os complexos

5
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abdominais e inguinais recebem inervacado do nervo genitofemoral e dos ramos cutaneos
ventrais dos nervos ilio-hipogastrico, ilio-hipogéstrico cranial e ilioinguinal (Evans e Lahunta,
2012). Fibras nervosas peptidérgicas acompanham a vasculatura sanguinea, regulando o
fluxo sanguineo local, e difundem-se pelo parénquima da glandula atingindo o mamilo e a
pele. A presenca de neuropéptidos nas fibras nervosas dos mamilos sugere o envolvimento
destes neurotransmissores na via aferente do reflexo de ejeccdo do leite (Pinho e
Gulbenkian, 2007).

2.3. Histologia

A estrutura histologica da glandula mamaria varia com o sexo, a idade e o estado fisiologico.
Nos machos, as glandulas mamarias nao sofrem alteragbes e permanecem Orgaos
rudimentares na idade adulta. No caso das fémeas, este 6rgao sofre um processo de
diferenciagéo, proliferacdo e involugdo a cada ciclo éstrico e gestacdo (Silver, 1966;
Sorenmo et al., 2011).

Nos animais pré-puberes, a glandula mamaria € formada por estruturas ductais ramificadas
com terminagdes acinares, que se estendem da superficie até a derme. Nesta fase, os
ductos sé@o pouco diferenciados e estdo delimitados por uma camada simples de epitélio.
Nas fémeas, ap6s a puberdade, o desenvolvimento da glandula mamaria é ciclico e
hormono-dependente (Nelson e Kelly, 1974; Rehm et al., 2007; Santos et al., 2010). Os
estudos existentes acerca da histologia da mama da cadela sdo discordantes. Nelson e
Kelly (1974) observaram proliferacdo do epitélio ductal e aumento das dimensdes da rede
de ductos na fase final do proestro, em resposta a estimulagdo estrogénica. Em estudos
mais recentes, Rehm et al. (2007) e Santos et al. (2010) identificaram alteracdes
morfolégicas na estrutura glandular apenas a partir do estro, observando proliferagcao
moderada da estrutura tubulo-alveolar e do estroma envolvente. E no diestro que se observa
maior proliferacéo e diferenciacdo do epitélio glandular, passando a mama a evidenciar um
padrao lobular; os niveis elevados de progesterona, caracteristicos da fase inicial do diestro,
conduzem ao aumento dos ductos e alvéolos. Sinais de involugado sdo evidentes na fase
final do diestro, com presenca de apoptose, retracdo alveolar e fagocitose das secrecdes
por macréfagos. No anestro, o tecido glandular regride completamente, sendo evidente a
diminuicdo do diametro dos acinos e a redugéao do tamanho dos I6bulos, acompanhadas por
aumento da espessura da membrana basal e proliferacdo intensa do estroma interlobular
(Rehm et al., 2007; Santos et al., 2010).

Durante a gestacdo e lactagao verificam-se alteragbes na altura do epitélio secretor,

variacbes na forma, tamanho e posicdo dos nucleos e desenvolvimento do reticulo
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endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. As alteragcdes mais pronunciadas ocorrem nos
10 a 15 dias que antecedem o parto. Devido a acumulacao de leite nos acinos, a altura do
epitélio diminui e o limen dos alvéolos dilata. No citoplasma apical das células epiteliais
observam-se numerosas goticulas de gordura e vacuolos secretores e 0s nudcleos
apresentam grandes dimensdes e nucléolos evidentes. As células mioepiteliais envolvem o
epitélio dos ductos excretores e formam uma camada descontinua em redor dos alvéolos.
No estroma interalveolar, edemaciado, estdo presentes células inflamatorias, na sua maioria

macroéfagos e linfécitos (Sinowatz et al., 1980; Orfanou et al., 2010).

A involucdo da glandula mamaria € um processo progressivo e ocorre por volta dos dois a
trés meses apods o parto, quando o estimulo da sucgdo cessa e as concentragbes de
hormonas j4 sdo baixas. O epitélio glandular sofre degenerescéncia por apoptose e 0s
detritos celulares e secrecbes presentes no lumen sao fagocitados. O tecido conjuntivo
interlobular torna-se abundante e denso; as escassas células epiteliais alveolares
apresentam-se achatadas e assentes em células mioepiteliais proeminentes (Sinowatz et
al., 1980; Monteiro-Riviere, 2006; Orfanou et al., 2010).

2.4. Drenagem linfatica

Cada complexo mamario tem um plexo de vasos linfaticos préprio ao nivel do mamilo,
parénquima e estroma, que drena a linfa para um linfonodo regional ipsilateral (Silver, 1966).
No entanto, o padrao de drenagem linfatica ndo € regular e constante. Os estudos de
linfografia verificaram variagdes individuais na drenagem linfatica, mas também diferengas
entre glandulas sem e com alteragcbes neoplasicas (Ruberte et al., 1990; Patsikas e Dessiris,
19964, 1996b; Pereira et al., 2003; Patsikas et al., 2006).

Na glandula mamaria normal (Quadro 1), o plexo linfatico do par toracico cranial drena para
o linfocentro axilar (Ruberte et al., 1990; Patsikas e Dessiris, 1996; Pereira et al., 2003). No
estudo de Patsikas e Dessiris (1996a), observaram-se casos de drenagem simultanea para
o linfocentro axilar e cervical superficial. Os complexos mamarios torécicos caudais drenam
exclusivamente nos linfonodos axilares do lado correspondente. Os vasos linfaticos das
glandulas abdominais caudais e inguinais dirigem-se para os linfonodos inguinais
superficiais, que fazem parte do linfocentro inguinofemoral (Ruberte et al., 1990; Patsikas e
Dessiris, 1996a). Contudo, Pereira et al. (2003) identificou uma minoria de casos com
drenagem simultanea nos linfocentros inguinofemoral e popliteo ipsilaterais. A drenagem da
mama abdominal cranial é inconstante devido ao seu posicionamento central entre a regiao
axilar e inguinal (Pereira et al., 2003). Geralmente, a linfa é drenada simultaneamente para

os linfonodos axilares e inguinais superficiais ipsilaterais. No entanto, em alguns casos, a
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linfa é drenada apenas para os linfonodos axilares ipsilaterais ou, mais raramente, apenas
caudalmente, para os linfonodos inguinais superficiais do mesmo lado (Figura 1) (Ruberte et
al., 1990; Patsikas e Dessiris, 1996b; Pereira et al., 2003).

Com excepgao das glandulas abdominais craniais, que tém comunicagdes inconstantes com
a toracica caudal e abdominal caudal, nao existem comunicagdes linfaticas entre complexos
mamarios adjacentes nas cadeias mamarias saudaveis (Ruberte et al., 1990). Contudo,
Patsikas e Dessiris (1996a) ndo confirmaram a existéncia destas anastomoses, mas
constataram a ocorréncia de fluxo retrégrado, podendo a linfa passar de uma glandula para
outra se drenarem para o mesmo linfocentro. Foram observadas anastomoses entre plexos
contralaterais por Pereira et al. (2003) e foram demonstradas comunicagbes entre 0s
lindonodos inguinais superficiais por Patsikas e Dessiris (1996D).
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Figura 1. Vascularizagdo e drenagem linfatica das glandulas mamdarias da cadela. A: localizagao
anatémica e irrigacdo sanguinea das glandulas mamarias. B: drenagem linfatica e linfonodos
regionais. 1: linfonodos axilar e axilar acessério; 2: ramo da artéria torécica lateral; 3: ramificagdes
das veias toracicas internas; 4: ramos da veia epigastrica superficial cranial; 5: artéria epigastrica
superficial caudal; 6: linfonodos inguinais superficiais; 7: ramo ventral labial para a vulva; 8: artéria
pudenda externa; 9: linfonodos esternais. Adaptado de Dyce et al. (2010).

As neoplasias mamarias podem alterar o padrdo de drenagem linfatica das glandulas
mamarias no que diz respeito aos linfocentros e a organizagdo vascular, estabelecendo
novas comunicagdes e recrutando um maior numero de linfonodos (Quadro 1). A drenagem

dos plexos toracicos pode passar a envolver o linfocentro toracico ventral (linfonodos
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esternais) ipsilateral, para além do linfocentro axilar. A glandula mamaria abdominal cranial
mantém os 3 padrées de drenagem, sendo mais frequente a drenagem nos linfonodos
axilares e inguinais superficiais ipsilaterais. Ocasionalmente, a drenagem ocorre
exclusivamente para o linfocentro axilar ipsilateral e, raramente, no linfocentro
inguinofemoral do mesmo lado. O complexo mamario abdominal caudal drena
exclusivamente no linfocentro inguinal superficial, mas foram descritos casos de drenagem
simultanea nos linfocentros axilar e inguinofemoral. A glandula mamaria inguinal neoplésica
pode drenar nos linfonodos inguinais superficiais ou nos popliteos (Pereira et al., 2003;
Patsikas et al., 2006).

As cadelas com neoplasias mamarias apresentam maior numero de comunicagdes linfaticas
entre as glandulas mamarias. Verifica-se um incremento das anastomoses contralaterais,
designadamente entre as glandulas abdominais caudais e entre as inguinais (Pereira et al.,
20083; Patsikas et al., 2006). As alteragdes no padrao de drenagem linfatica, que se verificam
nas glandulas mamarias neoplasicas, podem ser explicadas pela linfangiogénese que ocorre
no processo neoplasico, em que vasos linfaticos inactivos nas glandulas normais se abrem e

se tornam ativos, alterando a rede linfatica (Patsikas et al., 2006; Sleeckx et al., 2014).

Geralmente, no linfocentro axilar existem 1 a 2 linfonodos, ocasionalmente 3, em cada lado.
Os linfonodos inguinais superficiais sdo, normalmente, 2 a 3 em cada lado, mais raramente
1 ou 4 (Patsikas e Dessiris, 1996b), localizados dorso-caudalmente ao bordo da glandula
mamaria inguinal (Dyce et al., 2010). Os vasos eferentes do linfocentro axilar (linfonodos
axilares préprios e axilares acessoérios) drenam diretamente no ducto toracico. O linfocentro
inguinofemoral (linfonodos inguinais superficiais) drena para os linfonodos iliacos (Evans e
Lahunta, 2012).

Quadro 1. Drenagem linfatica da glandula mamaria normal (Ruberte et al., 1990; Patsikas e Dessiris, 1996a,
1996b; Pereira et al., 2003) e neoplasica da cadela (Ruberte et al., 1990; Pereira et al., 2003; Patsikas et al.,
2006).

Glandula Mamaria Drenagem linfatica normal Drenafem linfatica neoplasica

Toré&cica cranial (M1)
Toracica caudal (M2)
Abdominal cranial (M3)
Abdominal caudal (M4)

Inguinal (M5)

Lindonodos axilares

Lindonodos axilares

Lindonodos axilares, linfonodos
inguinais superficiais

Linfonodos inguinais superficiais

Linfonodos inguinais superficiais

Lindonodos axilares, linfonodos
esternais

Lindonodos axilares, linfonodos
esternais

Lindonodos axilares, linfonodos
inguinais superficiais

Linfonodos inguinais superficiais,
linfonodos axilares

Linfonodos inguinais superficiais,
linfonodos popliteos
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3. Neoplasias mamarias

3.1. Epidemiologia

As neoplasias da glandula mamaria representam a segunda patologia oncolégica com maior
incidéncia na espécie canina, sendo mesmo a mais frequente em fémeas adultas inteiras
(Dorn et al., 1968; Dobson et al., 2002; Egenvall et al., 2005; Gamlem et al., 2008; Brgnden
et al., 2010; Grlntzig et al., 2015). Contudo, as taxas de incidéncia reportadas variam com a
regido de origem do estudo e as caracteristicas da populacdo (Brenden et al., 2007;
Nadtvedt et al., 2012). Nos anos 60, Dorn et al. (1968) estimaram uma taxa de incidéncia
anual, numa regido da Califérnia, de 105 casos de tumores mamarios por 100 000 caes e de
257,6 por 100 000 em fémeas inteiras. Nos estudos epidemioldégicos mais recentes, a
incidéncia anual estimada foi de 205 por 100 000 caes no Reino Unido (Dobson et al.,
2002), 250 por 100 000 caes no nordeste italiano (Vascellari et al., 2016) e, na Suécia,
verificou-se uma incidéncia de 111 por 10 000 céaes (Egenvall et al., 2005).

A proporgao de tumores mamarios € de cerca de 30% dos tumores de toda a populagao
canina e mais de 50% no caso das fémeas (Gamlem et al., 2008; Vascellari et al., 2016).
Menos de 3% dos casos de neoplasias mamarias sdo observados em machos (Dorn et al.,
1968), apresentando estes um risco 3 a 4 vezes inferior em comparagdo com as fémeas
(Griintzig et al., 2016).

3.2. Fatores de risco

Os estudos epidemiolégicos permitiram identificar fatores de risco associados ao
desenvolvimento de neoplasias mamarias, nomeadamente a idade, raga, exposicao
hormonal e ovariohisterectomia (OVH), dieta e condi¢do corporal (Sorenmo, 2003; Sorenmo
et al., 2011).

As neoplasias mamarias ocorrem maioritariamente na idade adulta. A incidéncia antes dos 7
anos é reduzida, sendo quase nula antes dos 5 anos. O risco aumenta com a idade e a
maior incidéncia verifica-se entre os 10 e 12 anos (Dorn et al., 1968; Taylor et al., 1976;
Schneider, 1970; Priester, 1979; Egenvall et al., 2005; Vascellari et al., 2016). As alteracoes
benignas da mama surgem em idades mais precoces (7-9 anos) que as alteracdes malignas
(9-11 anos) (Sorenmo et al., 2009; Egenvall et al., 2005; Vascellari et al., 2016). A idade de
desenvolvimento dos tumores mamarios também depende do porte da raga: esta descrito
que ragas grandes desenvolvem alteracbes tumorais em idades mais jovens que as racas

de pequeno porte (Goldschmidt et al., 2016).

Os caes de raga pura tém maior risco de desenvolver tumores mamarios (Dorn et al., 1968;
Egenvall et al., 2005; Vascellari et al., 2016). No entanto, as ragas que revelam maior risco

10
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variam entre estudos. Na Suica, Grintzig et al. (2016), observaram que as racas de
pequeno porte sdo 3 vezes mais afetadas por tumores das glandulas mamarias que as
racas de grande porte. Egenvall et al. (2005), num estudo de incidéncia dos tumores
mamarios na Suécia, relataram diferengas marcadas entre ragas, com as ragas English
Springer Spaniel, Doberman e boxer a apresentarem o risco mais elevado de
desenvolvimento de tumores mamarios. J& Vascellari et al. (2016) observaram nas racas
Samoiedo, Doberman, Schnauzer e Yorkshire Terrier um risco acrescido de

desenvolvimento de tumores mamarios malignos em relagéo a populagéo geral.

A maioria (74%) dos tumores mamarios é diagnosticada em cadelas inteiras (Priester, 1979;
Vascellari et al., 2016), sendo o risco 40 a 50% inferior nos animais ovariohisterectomizados
(Grintzig et al., 2016). Comparando a idade no momento do diagnéstico, as neoplasias
mamarias surgem em fases mais precoces nas fémeas inteiras do que nas fémeas
ovariohisterectomizadas (Grlntzig et al., 2016; Vascellari et al., 2016). Adicionalmente, o
risco de desenvolver tumores mamarios diminui significativamente quando a OVH é
realizada em animais jovens (Dorn et al., 1968; Schneider et al., 1969; Priester, 1979;
Sorenmo et al., 2000). A OVH é um fator protector, reduzindo o risco para 0,5% quando
realizada antes do primeiro cio; este efeito diminui nos seguintes cios, sendo o risco de 8%
quando realizada antes do segundo cio e ja de 26% apds o segundo cio (Schneider et al.,
1969). Alguns autores verificaram uma redugao significativa do risco de tumores mamarios
em cadelas que realizaram OVH antes dos 2,5 anos, possivelmente por menor periodo de
exposicao as hormonas ovaricas (Schneider et al., 1969; Taylor et al., 1976; Sorenmo et al.,
2000). A OVH depois dos 4 anos nao apresenta nenhum efeito protector na incidéncia de
tumores mamarios, sendo esta semelhante a das cadelas inteiras (Taylor et al., 1976;
Steovring et al., 1997). No entanto, Sorenmo et al. (2000) e Kristiansen et al. (2016)
identificaram beneficios em termos de prognostico na realizagdo de OVH em simultédneo
com a cirurgia de excisdo das neoplasias mamarias.

Outros factores associados a exposicdo hormonal, como a pseudogestacdo, gestacao e
parto, ndo revelaram relagdo com a incidéncia de tumores espontaneos na mama das
cadelas (Schneider et al., 1969; Taylor et al., 1976).

Além do risco associado a exposi¢cao a hormonas ovaricas, também os tratamentos com
progestagénios e estrogénios exdgenos constituem um fator de risco (Frank et al., 1979;
Rutteman e Misdorp, 1993; Stgovring et al., 1997). No estudo de Steovring et al. (1997), o
risco de desenvolver tumores mamarios foi 2,3 vezes superior em cadelas tratadas com
progestinas, quando comparadas ao do grupo controlo.

Alguns estudos apontam para uma correlacdo entre o tipo de dieta e obsidade e a

suscetibilidade ao desenvolvimento de neoplasias mamarias (Shofer et al., 1989; Alenza et
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al., 1998; Lim et al., 2015). A idade média de desenvolvimento de neoplasias mamarias €
inferior em cadelas com sobrepeso ou obesidade, em relagédo a idade média de diagnéstico
em cadelas com condig¢ao corporal normal (Lim et al., 2015). Uma condicao de obesidade ao
ano de idade e um ano antes do diagnéstico tumoral estdo ambas significativamente
associadas ao risco de desenvolver tumores na mama (Alenza et al., 1998). Dietas ricas em
carnes vermelhas estdo associadas a maior risco do que dietas a base de carnes brancas
(Alenza et al., 1998). Shofer et al. (1989) reportou uma associacdo positiva entre dietas

proteicas e pobres em gordura e a sobrevivéncia em cadelas com neoplasias malignas.

3.3. Apresentacao clinica e histopatoldgica

As neoplasias mamarias tém um comportamento biolégico heterogéneo e uma
apresentacéo clinica muito varidvel. Ocorrem com maior frequéncia nas glandulas
abdominais caudais e inguinais. A incidéncia diminui sucessivamente nas glandulas mais
craniais, o que pode estar relacionado com a dimenséo das glandulas (Taylor et al., 1976).
Os tumores simultdneos (mais do que um tumor presente no momento do diagnéstico na
mesma glandula ou noutra) sao frequentes, podendo corresponder a 25-70% dos animais
com neoformac6es mamarias (Fowler et al., 1974; Taylor et al., 1976; Kurzman e Gilbertson,
1986; Benjamin et al., 1999; Sorenmo et al., 2009; Gunnes et al., 2017).

As neoplasias podem ser de origem epitelial, mesenquimatosa ou mista. Os tumores
malignos (50-70%) s&o mais frequentes que os benignos (30-50%); dentro dos malignos, os
carcinomas sao os mais prevalentes (Priester, 1979; Hellmén et al., 1993; Grintzig et al.,
2015; Vascellari et al., 2016).

A metastizacao local, regional e a distancia € muito frequente nas neoplasias mamarias
malignas. Misdorp e Hart (1976) detetaram metastases nos linfonodos regionais em 50%
dos caes com neoplasias mamarias malignas. Moulton et al. (1986), num estudo numa
colénia de Beagles, verificou que 77% dos caes diagnosticados com carcinomas mamarios
tinham metastases. O risco de disseminacdo e metastizacdo das células tumorais esta
relacionado com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas do tumor primario.
Geralmente, os tumores epiteliais metastizam por via linfatica nos linfonodos regionais,
pulméo, glandulas mamarias adjacentes ou, raramente, noutros 6rgaos (figado, glandula
adrenal, 0sso, coracao, bacgo, tubo digestivo, cavidade abdominal, olho, tiréide, rim, pele,
mediastino) (Moulton et al., 1986; Sorenmo, 2003; Rasotto et al., 2012). No caso dos
tumores de origem mesenquimatosa, a disseminagdo ocorre preferencialmente por via

hemat6gena diretamente até ao pulméao (Sorenmo, 2003).
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3.4. Etiopatogenia

O fendmeno da tumorigénese mamaria € complexo e tem origem multifatorial. Diversos
fatores moleculares e hormonais estao implicados na transformagéo neoplésica, que conduz
a proliferacao, invasao e disseminagao celular (Klopfleisch et al., 2011). O fenétipo maligno
pode resultar da acumulagdo de erros genéticos e/ou de falhas nos mecanismos de
regulagdo da expressao génica (mecanismos epigenéticos) (Cullen e Breen, 2016). A sobre-
expressao de genes promotores de crescimento (proto-oncogenes e oncogenes), mutacoes
nos genes supressores tumorais e alteracdes nas vias da apoptose tém sido associados ao
desenvolvimento de neoplasias mamarias caninas (Klopfleisch et al., 2011; Rivera e von
Euler, 2011).

No caso das neoplasias mamarias da cadela, além das alteracbes genéticas nos
mecanismos de regulacao da proliferagdo celular, varios estudos apontam a influéncia das
hormonas esteréides e peptidicas e dos factores de crescimento na transformacao
neoplasica (Schneider et al., 1969; Queiroga et al., 2005; Queiroga et al., 2015; Spoerri et
al., 2015). As conclusdes de alguns estudos sugerem que a exposicao a hormonas ovaricas
ou a esteroides exdgenos esta relacionada com maior risco de desenvolvimento de tumores
mamarios e que este risco diminui drasticamente quando as cadelas tém uma exposi¢ao
limitada a esses fatores desencadeantes (Schneider et al., 1969; Rutteman e Misdorp, 1993;
Goldschmidt et al., 2016). As hormonas esteroides, peptidicas e os fatores de crescimento
tém uma acao promotora da proliferacéo do epitélio ductal intralobular e do desenvolvimento
tubulo-alveolar, através da ligagdo a receptores nas células-alvo da glandula mamaria.
Receptores de estrogénio, de progesterona, prolactina, fator de crescimento epidérmico,
entre outros ja foram identificados na glandula mamaria da cadela, mas a sua participacao
na histogénese tumoral ndo esta completamente esclarecida (Rutteman e Misdorp, 1993;
Nieto et al., 2000; Martin de las Mulas et al., 2002; Gama et al., 2009; Goldschmidt et al.,
2016). A producgédo local, por mecanismos autdcrinos/paracrinos, de hormonas esterbides e
factores de crescimento no tecido mamario normal e neoplésico também parece ter um
papel importante no crescimento e progressdo maligna dos tumores mamarios (van
Garderen et al., 1997; van Garderen e Schalken, 2002; Queiroga et al., 2005, 2008, 2009;
Goldschmidt et al., 2016).

A hip6tese de que o processo de transformag¢@o maligna dos tumores mamarios da cadela
resulta da progressdo de displasias, passando por alteragcées benignas até culminar em
tumores malignos foi proposta com base em algumas evidéncias: frequente ocorréncia de
tumores multiplos, presenga simultdnea de tumores benignos e malignos, maior risco de

desenvolvimento de um novo tumor primario em cadelas com diagnostico prévio de
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carcinoma mamario e forte associacao entre a dimensao tumoral e o seu comportamento
maligno (Sorenmo et al., 2009, 2013; Klopfleisch, 2016; Gunnes et al., 2017).

A invasao, disseminacao e metastizagdo sdo as etapas finais da progressdo maligna. Para
que estes processos sejam bem sucedidos, é necessario que as células neoplasicas tenham
a capacidade de abandonar o tumor primario, através da desregulagcdo dos mecanismos de
adesao celular (Gama et al., 2008; Gama e Schmitt, 2012; Cullen e Breen, 2016), atravessar
a membrana basal e entrar em circulagdo. Ja em circulagao, as células tém que sobreviver,
evadir o sistema imunitario e estabelecer-se como uma massa viavel numa nova
localizagdo. Quando atingem o o6rgdo alvo, os clusters de células neoplasicas e
micrometastases tém de adaptar-se ao local de colonizagdo e desenvolver uma rede
vascular e, assim, estabelecer-se como uma macrometéstase (Hanahan e Weinberg, 2011;
Santos e Matos, 2015; Cullen e Breen, 2016).

3.5. Prognéstico

Os factores de prognostico sdo parametros clinicos, patoldégicos ou moleculares que se
caracterizam por revelarem informagdes acerca da evolugdo da doenca neoplasica e da

expectativa de sobrevivéncia (Webster et al., 2011).

Os estudos de prognéstico realizados em neoplasias mamarias malignas da cadela
encontraram varias caracteristicas clinicopatolégicas associadas ao comportamento
biolégico da doenca. Destas, as mais consistentes foram: idade, dimensado tumoral,
metastizacao regional, estadio clinico, tipo histolégico e grau histolégico (Sorenmo, 2003;
Sorenmo et al., 2011).

A idade do animal no momento da cirurgia foi reconhecida como um fator de progndéstico: os
animais mais velhos tém tumores mamarios mais agressivos e taxas de sobrevivéncia
inferiores (Schneider et al., 1969; Hellmén et al., 1993; Yamagami et al., 1996; Pérez Alenza
et al., 1997; Chang et al., 2005).

O tamanho do tumor, o envolvimento dos linfonodos regionais e o estadio clinico séao trés
caracteristicas fortemente associadas com o prognéstico das neoplasias mamarias da
cadela. Os animais com tumores maiores de 3 cm tém pior progndstico, assim como os
animais com metastizacdo regional. Estes dois parametros, em conjunto com a
metastizacdo a distancia, sdo considerados para o estadiamento dos tumores, estando um
estadio clinico mais avangado associado a pior prognéstico (Bostock, 1975; Misdorp e Hart,
1976; Hellmén et al., 1993; Yamagami et al., 1996; Pérez Alenza et al., 1997; Philibert et al.,
2003; Chang et al., 2005; Pena et al., 2013; Santos et al., 2013).
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Alguns estudos indicam que a realizagao da OVH em simultdneo com a excisao tumoral tem
efeitos positivos na sobrevivéncia (Sorenmo et al., 2000; Chang et al., 2005; Kristiansen et
al., 2016). No entanto, Schneider et al. (1969) e Philibert et al. (2003) ndo encontraram
diferencas significativas na sobrevivéncia das cadelas ovarohisterectomizadas apo6s o
diagnostico. Quanto a outras caracteristicas reprodutivas, como gestacdes, pseudo-
gestacbes, numero, duracao e irregularidade dos ciclos éstricos e tratamentos hormonais,

nao parecem estar associadas a pior progndstico (Hellmén et al., 1993).

A raga, a localizagdo do tumor primario, 0 numero de tumores e o tipo de cirurgia também
nao parecem ter impacto no prognéstico (Schneider et al., 1969; Misdorp e Hart, 1976;
Hellmén et al., 1993; Philibert et al., 2003; Rasotto et al., 2017).

O tipo histolégico é um importante indicador de prognéstico. Os sarcomas tém uma
evolugcdo mais agressiva e, consequentemente, estdo associados a maior risco de
metastizacdo a distancia e recidiva local e a menor sobrevida. Comparativamente, os
carcinomas complexos estdo associados a um melhor prognéstico do que os carcinomas
simples (Misdorp e Hart, 1976; Yamagami et al., 1996). Bostock (1975) concluiu que, de
entre os carcinomas, os de morfologia anaplasica tém o pior prognostico.

O grau histolégico é considerado uma fonte importante de informacao progndéstica. Tal como
nos carcinomas da mama da mulher (Elston e Ellis, 1991), também na cadela os tumores
menos diferenciados tém pior prognéstico (Misdorp e Hart, 1976; Gilbertson et al., 1983;
Pérez Alenza et al., 1997; Sarli et al., 2002; Karayannopoulou et al., 2005; Pena et al.,
2013).

3.6. Estadiamento tumoral

Em 1980, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou pela primeira vez um sistema
de classificagdo de tumores para animais domésticos. Os principais objetivos eram criar um
sistema universal, aplicavel a tumores em qualquer regido anatémica, com indica¢des gerais
sobre o plano de tratamento, prognéstico e previsdo da resposta ao tratamento, podendo ser
complementado com informagdes da histopatologia e cirurgia (Owen et al., 1980).

A semelhanca do sistema de estadiamento usado em Medicina Humana, o sistema proposto
pela OMS para os animais domésticos assenta em 3 componentes: dimensdo do tumor
primario (T), envolvimento dos linfonodos regionais (N) e metastases a distancia (M). Estes
parametros refletem a extensdo do processo neoplasico e constituem bons indicadores de
prognostico, como referido (Owen et al., 1980; Amin et al., 2016; Brierley et al., 2017).

No sistema TNM, o didmetro maior do tumor é usado para classificar em: T, (sem evidéncia
de tumor), Ty (< 3 cm), T, (3-5 cm), T3 (> 5 cm) ou T, (qualquer dimensdo, carcinoma
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inflamatério). O envolvimento dos linfonodos regionais € avaliado por palpacgéao, citologia ou
histopatologia e os animais sdo categorizado em: N, (sem metdstases nos linfonodos
regionas), Ny (metastase no linfonodo ipsilateral) ou N, (metastizacédo bilateral). A pesquisa
de metastases a distancia nos animais com carcinomas mamarios, por radiografia e
ultrassonografia, permite classificd-los em: M, (auséncia de metéstases a distancia) ou M
(presenca de metastases a distancia). Tendo em consideracéo as categorias T, N e M, os
animais eram classificados num de 4 estadios clinicos (Owen et al., 1980).

Atualmente, a maioria dos oncologistas utiliza uma versdo modificada (Quadro 2) do sistema
TMN para o estadiamento de cdes com tumores mamarios epiteliais (nao inflamatérios).
Nesta nova versao, os estadios I-1ll classificam os caes de acordo com o didmetro maior do
tumor, incluindo apenas casos sem metastizagao regional ou a distancia; o estadio IV inclui
0s animais com metastases nos linfonodos regionais (N4), independentemente do tamanho
do tumor, mas sem metastases a distancia, e o estadio V agrega os animais com
metastases a distancia (M,), independentemente de T ou N (Rutteman et al., 2001;
Goldschmidt et al., 2016). Este estadiamento TNM modificado reflete melhor as diferencas
em termos de resposta terapéutica e prognéstico entre o aumento do tamanho tumoral, o
envolvimento dos linfonodos regionais e a metastizacdo a distancia, uma vez que a
classificacao original sugeria que os tumores de grandes dimensdes e a presenca de
metastases regionais tinha o mesmo significado prognéstico (Owen et al., 1980; Rutteman et
al., 2001; Sorenmo et al., 2011).

O estadio clinico estéd diretamente relacionado com o prognéstico e resposta terapéutica:
estadios avangados estdo associados a tumores com comportamento mais agressivo, de
crescimento mais rapido, de maiores dimensdes e maior capacidade de metastizagao,
tendo, por isso, pior prognéstico e necessidade de medidas terapéuticas adjuvantes
(Sorenmo et al., 2011).

Quadro 2. Sistema de estadiamento modificado dos tumores mamarios da cadela (Rutteman et al., 2001;
Goldschmidt et al., 2016).

Estadio Tam;?r:gr?:(t_:_J)mor Linfonodt();)regionais Metastases (M)
I T No Mo
I To No Mo
i Ts No Mo
v Qualquer T Ny Mo
\" Qualquer T Qualquer N M,

Ti: <3 cm; Ta: 3-5 cm; T3: >5 cm; Ng: ausente; Ny: presente; My: ausente; M;: presente
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O sistema TNM de estadiamento dos tumores malignos do Homem desenvolvido pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela Union for International Cancer Control
(UICC) inclui duas classificagdes: a classificagao clinica (CTNM) e a classificagao patolédgica
(PTNM). As categorias pT, pN, e pM sdo determinadas com base nas observacoes
histopatoldgicas pos-cirurgicas, fornecendo a classificagdo pTNM orientagdes para a terapia
adjuvante e informacao adicional sobre o progndéstico (Amin et al., 2016; Brierley et al.,
2017).

A caracterizagdo patoldgica dos linfonodos regionais (pN) dos carcinomas da mama da
mulher tem como critérios a auséncia (pNo) ou presenca de metastases (pN,) e, além disso,
o tipo de metéstase nos linfonodos regionais. Os depdsitos metastasicos dos linfonodos
regionais sao agrupados em 3 categorias: ITCs (/solated Tumour Cells), micrometastases e
macrometastases (Figura 2). As ITCs sdo células isoladas ou pequenos agregados de
células com dimenséo inferior ou igual a 0,2 mm ou no maximo 200 células numa Unica
secgao do corte histologico. Os depositos metastasicos com dimensao superior a 0,2 mm e
inferior ou igual a 2 mm ou contagens celulares superiores a 200 células sdo considerados
micrometéstases. As macrometéstases sdo focos metastasicos com mais de 2 mm nas suas
maiores dimensdes. Num linfonodo regional pode haver multiplos focos de metastases, mas
para a categorizagao patolégica apenas é considerado o de maiores dimensées (Amin et al.,
2016; Brierley et al., 2017).

>(0.2 mm
and £2.0 mm_ |

Figura 2. Categorias de metastases ganglionares. A: clusters e células tumorais isoladas (ITCs) num
linfonodo (os depositos ndo excedem os 0,2 mm ou menos de 200 células neoplasicas); B:
micrometastases num linfonodo (pelo menos um foco metastasico maior que 0,2 mm e menor ou
igual a 2 mm ou contagem de células igual ou superior a 200); C: macrometastase num linfonodo
(pelo menos um foco metastasico com mais de 2 mm). Adaptado de Amin et al. (2016).
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No sistema de estadiamento dos carcinomas da mama da mulher, os linfonodos regionais
apenas com ITCs sao considerados negativos (No) e sdo excluidos da contagem total de
linfonodos positivos (Amin et al., 2016; Brierley et al., 2017). O mesmo ndo acontece no
sistema de estadiamento dos carcinomas da mama da cadela, em que se considera apenas
o envolvimento dos linfonodos regionais, independentemente do tipo de metastase (Owen et
al., 1980; Rutteman et al., 2001; Goldschmidt et al., 2016). A relacdo entre a presenca de
ITCs e micrometastases nos linfonodos regionais e 0 progndéstico ainda nao foi
completamente esclarecida. Alguns estudos em carcinoma da mama da mulher concluiram
que as ITCs nao tém significado prognédstico (Reed et al., 2009; Ahmed et al., 2014), outros
nao encontraram associagdo entre micrometastases e um pior prognéstico (Kahn et al.,
2006; Gobardhan et al., 2011; Houvenaeghel et al., 2014). Em oposigao, ha autores que
sugerem que metastases ocultas com menos de 2 mm nos linfonodos regionais sdo um
importante fator de prognéstico, estando relacionado com a ocorréncia de recidivas e a
diminuicao da sobrevivéncia em mulheres com neoplasia mamaria (de Boer et al., 2009; de
Boer et al., 2010; Weaver et al., 2011; Andersson et al., 2018).

3.7. Detecao de metastases ocultas nos linfonodos regionais

A histopatologia continua a ser a metodologia de rotina no diagnostico das neoplasias
mamarias caninas. No entanto, a aplicagdo de métodos imuno-histoquimicos tem adquirido
importancia na definicdo/confirmacao do diagndstico e na identificacdo de biomarcadores
moleculares com relevancia prognéstica (Ramos-Vara et al., 2008; Gama, 2011; Pefia et al.,
2014). Adicionalmente, a técnica de imuno-histoquimica (IHQ) pode ser uma ferramenta util
na identificagdo de metéastases ocultas (< 2 mm) em linfonodos negativos de cadelas com
carcinomas mamarios (Pefa et al., 2014), tal como em metastases regionais de tumores da

mama da mulher (Cserni et al., 2006).

As ITCs e micrometastases podem ser detectadas por avaliagédo histologica de rotina ou por
métodos imuno-histoquimicos (Cote et al., 1999; Turner et al., 2001; Lester et al., 2009).
Alguns estudos em patologia humana (Cserni et al., 2006) e veterinaria (Matos et al., 2006;
Casey et al., 2016; Coleto et al., 2018) verificaram que a avaliacao imuno-histoquimica dos
linfonodos regionais negativos aumenta a probabilidade de identificacdo de focos
metastasicos de pequenas dimensdes, que passam despercebidos na avaliagdo
histopatologica de rotina. Matos et al. (2006) detetaram micrometastases em 9% dos
linfonodos diagnosticados como negativos na avaliacdo histopatolégica, o que levou a
alteracdo do estadio clinico em 12,5% das cadelas com tumores mamarios caninos.
Recentemente, num estudo que envolveu cdes com carcinomas de diversas origens

diagnosticados histologicamente como nao metastasicos, a avaliagao imuno-histoquimica de
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seccoes seriadas dos linfonodos regionais revelou a presenca de micrometastases ou ITCs
em 25% dos casos (Casey et al., 2016). Corroborando estes resultados, também Coleto et
al. (2018) concluiram que o exame histopatolégico tem menor sensibilidade na detecao de
metastases ocultas. Nesse estudo, a imunomarcacgao dos linfonodos regionais aumentou a
identificacdo de ITCs e micrometastases em 35% e 3%, respetivamente, comparando com a
avaliagao histopatolégica (Coleto et al., 2018).

As queratinas (K) sao filamentos intermediarios do citosqueleto das células epiteliais. Esta
familia de proteinas subdivide-se em dois grupos: tipo | (K9-20), queratinas acidicas de
baixo peso molecular; e tipo Il (K1-8), queratinas basicas de elevado peso molecular
(Ordénez, 2013; Miettinen, 2014). As células epiteliais da glandula mamaéria da cadela
expressam as queratinas acidicas K18 e K19 e as queratinas basicas K7 e K8, ao passo
que as células basais/mioepiteliais expressam as queratinas acidicas K14 e K17 e as
queratinas basicas K5 e K6 (Pena et al.,, 2014; Goldschmidt et al., 2016). As células
neoplasicas de origem epitelial mantém geralmente 0 mesmo padréo de imuno-expressao
de queratinas. Considerando estes aspetos, a utilizagdo de um anticorpo anti-queratinas de
largo espectro, como o clone AE1AES3, possibilita a detecao de células de origem epitelial e,
deste modo, a identificacdo de focos metastasicos em linfonodos regionais considerados
negativos no exame histopatolégico (Sorenmo et al., 2011; Pena et al., 2014). Porém, a
relevancia prognaéstica da detecao imuno-histoquimica de metastases ocultas é ainda pouco
conhecida (Pefia et al., 2014).

19






Capitulo I

Objetivos






Il Objetivos

Il. Objetivos

Com o propédsito de contribuir para o conhecimento do comportamento biol6gico dos
tumores de mama da cadela, designadamente do processo de metastizacédo regional e da
sua relagdo com a progressdo da doenga neoplasica, estabeleceram-se 0s seguintes
objetivos:

- caracterizagao clinica e histopatolégica de uma série de tumores mamarios
malignos de cadela;

- pesquisa de metédstases ocultas nos linfonodos mamarios regionais através da
técnica de imuno-histoquimica, usando um anticorpo anti-queratinas;

— avaliacdo do potencial valor prognéstico da detecdo de macrometastases,
micrometastases e ITCs em linfonodos regionais de cadelas com tumores mamarios
malignos, baseado num estudo de sobrevivéncia total e sobrevivéncia livre de
doenca.
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lll. Material e Métodos

1. Material

Neste estudo foram selecionados casos do arquivo do Laboratério de Histologia e Anatomia
Patolégica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (LHAP-UTAD), Vila Real,
recebidos entre os anos 1999 e 2016. Foram incluidas 75 neoplasias mamarias malignas de
cadela, acompanhadas de um ou varios linfonodos regionais. Nenhum animal foi submetido
a qualquer terapia adjuvante.

As amostras foram obtidas por cirurgia (mastectomia regional ou radical), fixadas em formol
tamponado a 10% e enviadas para o LHAP-UTAD para diagnéstico. O material foi
processado de acordo com o procedimento de rotina para a microscopia de luz. Dos blocos
de parafina selecionados, foram efetuados cortes com 3 um de espessura para avaliacdo
histoldgica e para a técnica de imuno-histoquimica.

2. Avaliacao clinicopatoldgica

Os dados clinicos recolhidos e analisados incluiram: idade, raca, estado reprodutivo (inteira,
ovariohisterectomizada durante cirurgia ou ovariohisterectomizada antes do
desenvolvimento do tumor), histéria de administragdo de contracetivos e caracteristicas do

tumor (tamanho e localizacao).

Apds excisdo cirdrgica, as cadeias mamarias foram examinadas para identificagao,
localizagdo e medicdo de lesbes neoplasicas. As glandulas mamarias foram identificadas
como tordcica cranial e caudal (M1 e M2, respetivamente), abdominal cranial e caudal (M3 e
M4, respetivamente) e inguinal (M5). Os tumores foram categorizados quanto ao seu maior
didmetro, de acordo com a classificacdo TNM para tumores em animais domésticos,
proposta pela OMS, em: tumores com menos de 3 cm, tumores de 3 a 5 cm e tumores com
diametro superior a 5 cm (Owen et al., 1980; Sorenmo et al., 2013).

O diagnéstico histologico foi realizado de acordo com a nova proposta de classificagéo da
OMS para tumores mamarios caninos (Goldschmidt et al., 2011). Para além do tipo
histolégico, determinou-se o grau histolégico e a presengca de invasado linfovascular
(presente vs. ausente) e metastizacao dos linfonodos (presente vs. ausente).

O grau histolégico foi determinado aplicando o método de Nottingham modificado para
carcinomas mamarios da mulher, proposto por Elston e Ellis (1998), que assenta na

avaliacao de 3 critérios morfoldgicos: formacao de tubulos, pleomorfismo nuclear e numero
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de mitoses. Com base nestes critérios, os carcinomas classificaram-se em grau | (bem

diferenciados), grau Il (moderadamente diferenciados) ou grau Il (indiferenciados).

Todos os linfonodos foram registados e seccionados longitudinalmente ao longo do eixo
maior, de forma seriada, a cada 2 mm de espessura e inspecionados macroscopicamente
para a presenga de metastases. Na presenca de metastase macroscopica, efetuou-se pelo
menos uma secgao representativa da metastase. Nao existindo metastase visivel, todas as
secgbes foram incluidas e dispostas de forma a todas as superficies de corte estarem
representadas na preparagao histologica (Lester et al., 2009). Todos os linfonodos foram
analisados apds coloragdo hematoxilina-eosina (HE) quanto a presenga de metastases,
sendo os depositos metastaticos classificados de acordo com a sua dimensdo apos
coloragao imuno-histoquimica (ver ponto 4).

3. Avaliacao imuno-histoquimica

Para confirmar/detetar a presenca de células epiteliais neoplasicas nos linfonodos em
analise, foi executada a técnica de imuno-histoquimica (Pefia et al., 2014), de acordo com o
método indireto do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (sABC), em seccoes
seriadas dos blocos de parafina avaliados em HE (Quadro 3).

Utilizou-se um anticorpo monoclonal anti-queratinas de largo espectro (anti-panqueratina,
clone AE1/AE3, M3515"), numa diluicdo de 1:50, para a marcacdo de células de origem
epitelial (Pena et al., 2014). Neste cocktail, o clone AE1 imunorreage contra a maioria das
queratinas tipo | (queratinas 10, 13, 14, 15, 16, 19) e o clone AE3 reconhece as queratinas
tipo Il (queratinas 1-8) (Ordo6nez, 2013; Miettinen, 2014).

Quadro 3. Técnica de imuno-histoquimica (IHQ): anticorpo e procedimento.

Anticorpo  Fabricante Clone Isotipos Diluicao Recu_ptlera_gao Incubacao Revelacao
antigénica
Dako, Tampéo citrato .
Panqueratina Glostrup, ~ AE1/AE3  |9C 1:50 3x5' micro- 2h, TA Estreptavidina
. kappa Biotina
Dinamarca ondas

TA: Temperatura ambiente

' Dako, Glostrup, Dinamarca
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Previamente, procedeu-se a desparafinacéo e rehidratacdo dos cortes histolégicos através
de passagens por: xilol (20 min), solu¢des alcodlicas de concentragédo decrescente (100%,
95%, 80%, 70%; 5 min cada) e agua destilada (5 min). Seguidamente, as preparacoes,
imersas em tampao citrato (pH = 6,0 + 0,2), foram submetidas a 3 ciclos de 5 min de
tratamento térmico em micro-ondas, para recuperagcao antigénica. Apdés um periodo de 30
min de arrefecimento, a temperatura ambiente (TA), procedeu-se a inativacdo das
peroxidases enddégenas com peréxido de hidrogénio (H.O,) a 3%, durante 30 min. As
secgoes foram lavadas durante 5 min com tampao fosfato salino (PBS) e incubadas (5 min,
TA) com Novocastra™ Protein Block? para eliminacdo das ligagbes ndo especificas. O
excesso de soro universal foi removido e as secgbes histoldgicas foram incubadas com o
anticorpo primario (panqueratina) em camara humida, durante 2 h, a TA. Ap6s incubagéo e
lavagem com PBS, aplicou-se Lab Vision™ Biotinylated Goat anti-Polyvalent®, por 10 min,
seguido de lavagem em PBS e incubagédo com Lab Vision™ Streptavidin Peroxidase®. A
revelacdo foi realizada por incubagdo das laminas durante 10 min com a solugao
substrato/cromogénio Novolink™ Max DAB (Polymer)®. A reacdo do cromogénio, 3,3
diaminobenzidina (DAB), com H,O, produz um precipitado, de cor castanha, no local do
antigénio. Seguiu-se lavagem em agua corrente, durante 10 min, para remogao do excesso.
Por ultimo, as preparagcdoes foram contrastadas com hematoxilina de Gill (1 min),
desidratadas e montadas com Entellan®“.

A glandula mamaria/pele adjacente foi utilizada como controlo positivo interno. Para controlo
negativo substituiu-se o anticorpo primario por PBS. A expressdao de queratinas foi
considerada positiva na presenca de marcagado de cor castanha ao nivel do citoplasma,
independentemente da intensidade.

4. Classificacao das metastases dos linfonodos regionais

Os linfonodos que, apds coloragao imuno-histoquimica, evidenciaram a presenca de células
epiteliais imunorreativas, foram diagnosticados como positivos. O didmetro maior das
metastases e células isoladas foi aferido em milimetros. Sempre que foi identificado mais do
que um foco metastasico na mesma secgao de corte, foi considerado para a categorizagao
das metéstases aquele que tinha maior didmetro. Nos casos em que as metastases
apresentavam dimensdes superiores a 3 mm, o seu diametro foi aferido

macroscopicamente.

2 | eica Biosystems, Newcastle, Reino Unido
8 Thermo Fisher Scientific, Cheshire, Reino Unido
* Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha
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As metastases foram classificadas de acordo com os critérios estabelecidos pela AJCC e
UICC (Amin et al.,, 2016) para os carcinomas mamarios da mulher. Neste sistema de
classificacdo (pTNM), as metastases categorizam-se de acordo com a extensdo do
envolvimento do linfonodo em: ITCs (aglomerados de células com dimensdo < 0,2 mm,
células isoladas ou contagens < 200 células numa seccdo de corte do linfonodo),
micrometastases (pelo menos um depdsito com dimensédo > 0,2 mm e < 2 mm, ou > 200
células isoladas) e macrometastases (pelo menos um depdsito metastatico com didmetro >
2 mm). Os dados morfométricos e imagens foram obtidos através do sistema de andlise de
imagem NIS-Elements Documentation®.

5. Analise de sobrevivéncia

Apds o procedimento cirdrgico, os animais foram acompanhados por um periodo minimo de
12 meses (4 - 24 meses) pelo clinico responsavel. Foram monitorizados para a ocorréncia
de recidiva local e metastizagdo a distancia. O seguimento pds-cirdrgico foi possivel em 48
dos casos em estudo; os restantes foram excluidos por morte apoés cirurgia, nao

comparecimento as consultas e, em casos mais antigos, falta de registos clinicos.

A sobrevivéncia total (ST) foi definida como o periodo de tempo, em meses, entre a cirurgia
e a morte natural ou por eutanasia relacionadas com a doencga neoplasica. A sobrevivéncia
livre de doencga (SLD) foi estipulada como o periodo de tempo, em meses, entre a cirurgia e

a ocorréncia de recidivas e/ou metastizacao.

6. Analise estatistica

Para o estudo estatistico da associacao entre a metastizacdo nos linfonodos e as variaveis
clinicopatoldgicas foi usado o teste de Qui-quadrado e o teste exacto de Fisher. O estudo de
sobrevivéncia foi realizado com recurso ao método Kaplan-Meier, tendo sido os animais
agrupados em 2 (ausente vs. presente), 3 (ausente vs. ITC/micrometastase vs.
macrometastase) ou 4 categorias (ausente vs. ITCs vs. micrometastase vs.
macrometastase) relativamente a presenca de metastases nos linfonodos; na comparacao
de taxas de sobrevivéncia foi aplicado o teste de log-rank.

Os testes estatisticos foram realizados no software IBM SPSS® Statistics 24. Associagdes
com valores de P < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

® Nikon Corporation, Téquio, Japao

30



Capitulo IV

Resultados






IV Resultados

IV. Resultados

1. Avaliacao clinicopatoldgica

As caracteristicas clinicas da série de tumores estudada apresentam-se no Quadro 4.

A recolha da informacao clinica relativa a idade e a raga foi possivel em 63 e 69 casos,
respetivamente. A média de idades das cadelas no momento da cirurgia foi 9,9 + 2,6 anos
(4-16 anos). Para o estudo estatistico e com base na média de idades, agruparam-se 0s
animais em dois grupos etarios: < 10 anos (n = 28; 44,4%) e = 10 anos (n = 35; 55,6%). Os
animais de racga indeterminada (n = 33; 47,8%) constituiram o grupo mais frequente nesta
série. No que respeita as racas puras, as mais representadas foram Serra da Estrela (n = 4,
5,8%), Caniche (n = 4, 5,8%) e Cocker spaniel (n = 3, 4,3%). Para efeitos estatisticos, as
restantes ragas (n=25; 36,2%) foram agrupadas num Unico grupo.

Os dados reprodutivos mostraram que, de 49 cadelas, apenas 10 (20,4%) tinham realizado
OVH prévia a excisdo do(s) tumor(es) e 39 (79,6%) eram fémeas inteiras aquando do
desenvolvimento tumoral. Informagao relativa a utilizagcdo de contracecdo hormonal foi
possivel em 20 animais, dos quais somente um (4,8%) tinha sido previamente medicado.

As dimensdes tumorais (n=71) variaram entre 0,4 cm e 17,5 cm e a média situou-se nos
4,83 * 3,66 cm. Da afericdo do didmetro maior dos tumores verificou-se que 31% (n = 22)
dos casos tinham tumores com menos de 3 cm, 32,4% (n = 23) tinham entre 3 e 5 cm e
36,6% (n = 26) tinham diametro superior a 5 cm. Nos 65 casos em que foi possivel apurar a
localizacdo, as glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais (M4/M5) foram as
localizagbes mais frequentes dos tumores (n = 37; 56,9%). N6dulos com localizacdo nas
glandulas mais craniais, designadamente M1, M2 e M3, foram menos observados (n = 11;
16,9%). Lesbes com localizagdo multipla estiveram presentes em 26,2% (n = 17) das
cadelas.

As caracteristicas histopatolégicas da série analisada estdo detalhadas no Quadro 5. Neste
estudo, os tipos histolégicos mais frequentes foram o carcinoma tubulopapilar (n = 29;
38,7%), seguido por carcinoma solido (n = 17; 22,7%), carcinoma complexo (n = 12; 16%) e
carcinossarcoma (n = 6; 8%). Os tipos histolégicos menos observados foram o carcinoma
anaplasico, carcinoma adenoscamoso, carcinoma de células fusiformes, comedocarcinoma,
carcinoma micropapilar, carcinoma de células escamosas e carcinoma em tumor misto

benigno (TMB), que nao foram considerados para analise estatistica.
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Quadro 4. Frequéncias observadas na presente série para os parametros clinicos.

Parametro clinico

Frequéncia n (%)

Idade (n=63)
<10 anos
210 anos
Raca (n=69)
Indeterminada
Serra da Estrela
Caniche
Cocker spaniel
Outras
Ovariohisterectomia (n=49)
Nao
Sim, durante a cirurgia
Sim, antes do desenvolvimento tumoral
Contracecéo (n=21)
Nao
Sim
Tamanho (n=71)
<3cm
3-5cm
>5cm
Localizagéao (n=65)
M1/M2
M3
M4/M5

Multipla

28 (44,4)
35 (55,6)

33 (47,8)
4(5,8)
4(5,8)
3 (4,3)

25 (36,2)

24 (49)
15 (30,6)
10 (20,4)

22 (31)
23 (32,4)
26 (36,6)

5(7.7)
6 (9,2)
37 (56,9)
17 (26,2)

Relativamente ao grau histologico, as 75 neoplasias foram classificadas em: grau | (n = 8;

10,7%), grau Il (n = 31; 41,3%) e grau Ill (n = 36; 48%). A invaséo linfovascular foi

identificada em 48% (n = 36) dos casos.
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Os linfonodos avaliados contabilizaram um total de 139, com um numero médio de 1,85 +
0,82 por animal (variacdo de 1-4 linfonodos por animal). A avaliacao histolégica de rotina
dos linfonodos regionais revelou a presenca de células epiteliais neoplasicas em 48 (64%)
dos 75 casos.

Quadro 5. Frequéncias observadas na presente série para os parametros histopatologicos.

Parametro histopatoldgico Frequéncia n (%)

Tipo histologico (n=75)

Carcinoma tubulopapilar 29 (38,7)
Carcinoma sélido 17 (22,7)
Carcinoma complexo 12 (16)
Carcinossarcoma 6 (8)
Carcinoma anapléasico 2(2,7)
Carcinoma adenoscamoso 2(2,7)
Carcinoma de células fusiformes 2(2,7)
Comedocarcinoma 2(2,7)
Carcinoma micropapilar 1(1,3)
Carcinoma de células escamosas 1(1,3)
Carcinoma em TMB 1(1,3)

Grau histolégico (n=75)

Grau | 8(10,7)
Grau Il 31 (41,3)
Grau llI 36 (48)

Invasao linfovascular (n=75)
Ausente 39 (52)
Presente 36 (48)
Metastizagdo ganglionar (n=75)
Ausente 27 (36)

Presente 48 (64)
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2. Avaliacao imuno-histoquimica

A avaliagdo da imunorreatividade ao anticorpo panqueratina demonstrou a presenca de
células epiteliais neoplasicas em linfonodos regionais de 48 (64%) cadelas, das 75 em
estudo (Quadro 6). Verificou-se discordancia entre a avaliacdo histopatoldgica e imuno-
histoquimica em dois casos. Num deles, na sec¢éao corada com HE ndo havia evidéncias de
metastizacdo, mas detetou-se imuno-expressao de queratinas num aglomerado de células
epiteliais com 0,05 mm de didmetro maior, localizado no seio subcapsular. No segundo
caso, na analise histopatolégica de rotina observaram-se escassas ITCs ao nivel dos seios
subcapsulares de um dos linfonodos regionais, observagcao que nao foi confirmada pelo
exame imuno-histoquimico, provavelmente devido ao desbaste do linfonodo, que néo
revelou ITCs adicionais. Contudo, considerou-se este caso como sendo positivo, uma vez
qgue havia evidéncias de metastizacao no linfonodo na avaliagao histopatoldgica de rotina.

Quadro 6. Imuno-expressao de queratina (K) AE1AE3 nos linfonodos regionais.

K AE1AE3 Freg‘(‘f/:;cia
Linfonodo negativo 27 (36)
Linfonodo positivo 48 (64)
Total 75 (100)

3. Classificacao das metastases dos linfonodos regionais

Considerando a avaliacao histopatolégica e imuno-histoquimica dos linfonodos, 49 (65,3%)
cadelas apresentaram envolvimento regional e 26 (34,7%) ndo apresentaram evidéncias de
metastizacao nos linfonodos. Dos casos positivos com mais de um linfonodo isolado (33/49),
a maioria apresentou metastases em todos os linfonodos (n = 28; 84,8%).

Os linfonodos positivos apresentaram desde escassas células epiteliais neoplasicas ao nivel
dos seios subcapsulares e medulares, passando por células ou aglomerados disseminados
por todo o parénquima ganglionar, até casos de metastizagdo extensa (Figura 3),
verificando-se, em alguns casos, substituicdo total do parénquima linféide e alteragbes
profundas da arquitetura ganglionar.

Aplicando os critérios pTNM para a categorizagdo das metastases dos tumores de mama da
mulher e considerando a dimensdo do maior foco metastésico observado, apuraram-se: 24
(49%) macrometastases, 14 (28,6%) micrometastases e 11 (22,4%) ITCs (Quadro 7). As
dimensbes das ITCs variaram entre 35 um (0,035 mm) e 150 ym (0,150 mm), com uma
média de 84 + 4 um (0,084 + 0,040 mm). As micrometastases mensuraveis (12/14)
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apresentaram 0,776 = 0,532 mm de média de eixo maior, com minimo de 0,21 mm e
maximo 1,8 mm (os restantes dois casos corresponderam a presenca de mais de 200
células isoladas). As macrometastases (n = 24) apresentaram dimensdes médias de 10,757
+ 6,559 mm, com variagao entre 2,16 mm e 2,5 cm (2,158-25 mm) (Quadro 8).

Quadro 7. Frequéncias dos tipos de metastases nos linfonodos regionais.

Metastase ganglionar Freg‘zi';da
ITCs 11 (22,4)
Micrometastases 14 (28,6)
Macrometastases 24 (49)
Total 49 (100)

Quadro 8. Tamanho dos dep6sitos metastasicos nos linfonodos regionais.

Tamanho das Metastases

ITCs 0,084+0,040 mm (0,035-0,150 mm)
Micrometastases 0,776+0,533 mm (0,21-1,8 mm)
Macrometastases 10,75746,559 mm (2,158-25 mm)

As metastases regionais mantiveram, na maioria dos casos, o padrao morfolégico do tumor
primario, destacando-se como mais frequentes os padrées sélido e papilar/micropapilar, por
vezes associados a presenca de areas de necrose. Observaram-se linfonodos com
populagdo metastasica bifasica de células epiteliais e mioepiteliais, raramente associada a
metaplasia condroide.

4. Analise estatistica

4.1. Analise comparativa entre o tipo de metastases no linfonodo e os
parametros clinicopatolégicos

Nos Quadro 9 e Quadro 10 encontram-se detalhadas as associagbes entre o tipo de

metastases nos linfonodos e as caracteristicas clinicas e histopatologicas, respetivamente.

Analisando a presenca vs. auséncia de metastizacao nos linfonodos regionais, observaram-

se diferencas entre os grupos dos tumores com menos de 3 cm, tumores com 3 a5cm e

tumores com mais de 5 cm. Verificou-se que a presenca de metastases nos linfonodos

regionais esteve associada a um maior tamanho do tumor primério (P = 0,033). No entanto,
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quando considerado o tipo de metastase presente, ndo existem diferencas estatisticamente
significativas, apesar de cadelas com tumores com dimensao inferior a 3 cm revelarem
menor metastizacdo regional (n = 12; 54,5%), e a frequéncia mais elevada de
macrometastases se verificar nas cadelas com tumores com mais de 5 cm (n = 10; 38,5%; P
= 0,075).

e D @
. LN _0,";‘ X .ﬁ"._' 1:‘ x
e e

E

Figura 3. Histopatologia de linfonodos regionais mamarios da cadela. A e B: depdsitos de células epiteliais
neoplasicas isoladas (ITCs) ao nivel dos seios subcapsulares, com diametro inferior a 0,2 mm (200 um); C e D:
presenca de micrometastase a nivel do parénquima ganglionar, com didmetro entre 0,2 mm (200 um) a 2 mm
(2000 um); E e F: presenca de macrometastase a nivel do parénquima ganglionar, com tamanho superior a 2
mm (2000 um). HE: A, C, E; IHQ anti-queratina AE1AES: B, D, F.
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Nao se observaram outras associagcdes estatisticamente significativas entre o envolvimento

dos linfonodos (presencga/auséncia), o tipo de metastases e as restantes caracteristicas

clinicas desta série de carcinomas.

Quadro 9. Associagdes entre as caracteristicas clinicas e o tipo de metéastases observadas na presente série.

Auséncia de . . .
Parametro clinico metastases ITCs Micrometastases = Macrometastases p
o n (%) n (%) n (%)
n (%)
Idade (n=63)
<10 anos 11 (39,3) 5(17,9) 4 (14,3) 8 (28,6)
0,300
=10 anos 11 (31,4) 2 (5,7) 9 (25,7) 13 (37,1)
Raga (n=69)
Indeterminada 13 (39,4) 3(9,1) 7 (21,2) 10 (30,3)
Serra da Estrela 1 (25) 0 (0) 2 (50) 1 (25)
Caniche 1(25) 1 (25) 1(25) 1 (25) 0,792
Cocker spaniel 2 (66,7) 0 (0) 0 (0) 1(33,3)
Outras 7 (28) 6 (24) 4 (16) 8 (32)
Ovarohisterectomia (n=49)
Nao 12 (30,8) 6 (15,4) 7(17,9) 14 (35,9)
0,814
Sim 4 (40) 2 (20) 2 (20) 2 (20)
Contracecao (n=21)
Nao 5 (25) 1 (5) 7 (35) 7 (35)
0,636
Sim 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Tamanho (n=71)
<3cm 12 (54,5) 2(9,1) 2(9,1) 6 (27,3)
3-5cm 7 (30,4) 2(8,7) 7 (30,4) 7 (30,4) 0,075
>5cm 5(19,2) 7 (26,9) 4 (15,4) 10 (38,5)
Localizagéo (n=65)
M1 e M2 2 (40) 2 (40) 0 (0) 1 (20)
M3 1(16,7) 2 (33,3) 1(16,7) 2 (33,3)
0,461
M4 e M5 16 (43,2) 5(13,5) 8 (21,6) 8 (21,6)
Mdltipla 5(29,4) 2(11,8) 2(11,8) 8 (47,1)
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Considerando os principais tipos histologicos, os carcinomas sélidos e 0s carcinossarcomas
demonstraram estar associados a depdsitos metastasicos de maiores dimensdes (> 2 mm),
enquanto que os carcinomas complexos apresentaram taxas significativamente inferiores de
metastizacao regional (P = 0,030).

O grau histologico surgiu associado de forma significativa ao tipo de metastases (P = 0,001),
com os tumores indiferenciados (grau Ill) a apresentarem maior percentagem de
macrometastases (n = 20; 55,6%).

A invasao linfovascular esteve significativamente associada a presenca de metastases,
encontrando-se este parametro altamente associado ao aparecimento de macrometastases
(P < 0.0001).

Quadro 10. Associagdes entre os parametros histopatoldgicos e o tipo de metastases observadas na presente

série.
Auséncia de . . .

A . . f ITCs Micrometastases Macrometastases
Parametro histopatolégico metlfifj/sses n (%) n (%) n (%) P
Tipo histologico (n=64)

C. tubulopapilar 8 (27,6) 9 (31) 5(17,2) 7 (24,1)

C. sélido 5(29,4) 0 (0) 3(17,6) 9 (52,9)

0,030

C. complexo 7 (58,3) 1(8,3) 3 (25) 1(8,3)

Carcinossarcoma 1(16,7) 0 (0) 2 (33,3) 3 (50)

Grau histolégico (n=75)

I 3 (37,5) 3 (37,5) 1(12,5) 1(12,5)

Il 14 (45,2) 7 (22,6) 7 (22,6) 3(9,7) 0,001

1 9 (25) 1(2,8) 6 (16,7) 20 (55,6)

Invasao linfovascular (n=75)
Ausente 21 (53,8) 9 (23,1) 5(12,8) 4(10,3)
<0,0001
Presente 5(13,9) 2 (5,6) 9 (25) 20 (55,6)
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4.2. Analise de sobrevivéncia

O seguimento clinico pés-cirurgico foi possivel em 48 cadelas, tendo-se verificado a morte
de 23 animais durante o periodo do estudo devido a doenga oncolégica. Aos 12 meses apds
excisao cirurgica, 20 (41,7%) dos animais tinham morrido, verificando-se uma sobrevida
média total de 14,6 meses (mediana = 16 meses). Os Quadro 11 e Quadro 12 apresentam a
andlise da ST relativamente aos parametros clinicopatolégicos e a presenga de metastases

nos linfonodos, respetivamente.

Foram observadas associacoes estatisticamente significativas entre a ST e o tipo histolégico
(P =0,02), grau histolégico (P < 0.0001) e invasao linfovascular (P < 0,0001). Quanto ao tipo
histoldgico, os carcinomas sélidos e os carcinossarcomas estiveram associados a taxas de
ST mais baixas. Os tumores classificados com grau histologico Ill e aqueles em que foi
detetada invasdo linfovascular revelaram periodos médios de ST significativamente
inferiores (Figura 4).

Quadro 11. Andlise de sobrevivéncia total relativamente aos pardmetros clinicopatolégicos.

Sobrevivéncia total (ST)

Parametro n Tempo médio de ST ST aos 12 meses P
(meses) n (%)
Tamanho
<3cm 15 14,1 8 (53,3)
3-5cm 16 15,1 9 (61,9) 0,973
>5cm 14 14,9 6 (52,4)

Tipo histologico

Carcinoma tubulopapilar 15 19,7 12 (80,0)
Carcinoma sélido 12 13,3 5 (53,6)
0,02
Carcinossarcoma 4 6,5 0 (0)
Carcinoma complexo 7 18,89 6 (85,7)
Grau histolégico
b 23 203 18 (86,3)
11 <0,0001
25 8,9 4 (25,7)
Invasao linfovascular
Ausente 24 19,3 16 (78,2)
P i <0,0001
resente 24 9,1 4 (31,0)
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No que diz respeito as metastases ganglionares, a sua presenca esteve sempre
significativamente associada a piores taxas de sobrevivéncia total (Figura 4). No entanto,
caso se categorizem as metastases em ITCs, micrometastases e macrometastases, as
diferencas em termos de ST sdo mais relevantes, mesmo ao considerarmos as ITCs e
micrometastases em conjunto (P < 0,0001). De facto, as cadelas sem metastase ganglionar
ou com ITCs/micrometastases apresentaram taxas de sobrevivéncia semelhantes, nao
havendo diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos (18,7 vs. 17,3
meses, P = 0,549).

Quadro 12. Anélise da sobrevivéncia total, considerando diferentes categorias de metastizagao ganglionar.

Sobrevivéncia total (ST)

Parametro n Tempo médio de ST ST aos 12 meses P

(meses) n (%)

Metéstase ganglionar (2 cat)

Ausente 17 18,7 13 (76,5)
0,013
Presente 31 11,6 8 (42,0)
Tipo de metastase ganglionar (4 cat)
Ausente 17 18,7 13 (76,5)
ITCs 6 21,5 *
<0,0001
Micrometastases 10 14,4 6 (68,6)
Macrometastases 15 5,50 2 (13,3)
Tipo de metéstase ganglionar (3 cat)
Ausente 17 18,7 13 (76,5)
ITCs/Micrometastases 16 17,3 10 (79,5) <0,0001
Macrometastases 15 5,50 2 (13,3)

* N&o foi possivel calcular a sobrevivéncia cumulativa aos 12 meses devido a existéncia de casos censurados.

A andlise da SLD foi possivel em 46 casos, tendo ocorrido recidiva local e/ou metastizagdo
em 22 animais. Aos 12 meses apos cirurgia, 21 (45,7%) cadelas apresentavam sinais de
recorréncia e/ou doenca metastasica. O tempo médio livre de doenga oncoldgica foi 14,2
meses (mediana = 14 meses).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a SLD e o tipo histolégico
(P =0,004), grau histologico (P < 0,0001) e invaséo linfovascular (P = 0,004). As associacoes
entre parametros clinicopatolégicos e SLD estao discriminadas no Quadro 13.
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Quadro 13. Analise de sobrevivéncia livre de doenga relativamente aos parametros clinicopatoldgicos.

Sobrevivéncia livre de doenca (SLD)

Parametro n Tempo médio de SLD  SLD aos 12 meses P
(meses) n (%)
Tamanho
<3cm 14 14,5 8 (57,1)
3-5¢cm 15 16,9 10 (66,7) 0,62
>5cm 14 13,3 5 (43,7)

Tipo histologico

Carcinoma tubulopapilar 14 19,2 5(71,4)
Carcinoma sélido 11 14,4 5 (58,4)
0,004
Carcinossarcoma 4 4.3 0 (0)
Carcinoma complexo 7 19,7 5(71,4)
Grau histolégico
b 22 20,1 13 (73,7)
1] <0,0001
24 8,5 4 (27.9)
Invaséo linfovascular
Ausente 24 18,1 13 (63,7)
Presente 0,004
22 8,9 5 (35,4)

Quanto ao envolvimento dos linfonodos regionais, a presenca de metastases também
esteve associada a um menor periodo livre de doencga, apesar de apenas se observarem
diferencas estatisticamente significativas ao categorizar as metastases (Quadro 14).
Analisando o tipo de metastases, cadelas com macrometastases ganglionares
apresentaram uma SLD média de 4,9 meses, ao passo que animais sem metastizacado a
nivel regional ou com ITCs/micrometastases revelaram um periodo de remissédo cerca de 3
a 4 vezes superior. Tal como verificado para a ST, ndo se observaram diferencas
significativas ao nivel da SLD entre o grupo sem metastases e o grupo com
ITCs/micrometastases (16,6 vs. 19,5 meses; P = 0,432) (Figura 5).
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Quadro 14. Andlise da sobrevivéncia livre de doenca, considerando diferentes categorias de metastizacao
ganglionar.

Sobrevida livre de doenca (SLD)

Parametro n Tempo médio de SLD  SLD aos 12 meses P

(meses) n (%)

Metastase ganglionar (2 cat)

Ausente 17 16,6 10 (63,7)
0,184
Presente 29 12,7 7 (40,1)
Tipo de metastase ganglionar (4 cat)
Ausente 17 16,6 10 (63,7)
ITCs 6 * *
<0,0001
Micrometastases 9 * 2 (51,9)
Macrometastases 14 4.9 2 (14,3)
Tipo de metastase ganglionar (3 cat)
Ausente 17 16,6 10 (63,7)
ITCs/Micrometastases 15 19,5 5(71,8) <0,0001
Macrometastases 14 4.9 2 (14,3)

* Néao foi possivel calcular o tempo médio de sobrevivéncia e a sobrevivéncia cumulativa aos 12 meses devido a
existéncia de casos censurados.
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Figura 4. Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia total
(ST). A: grau histolégico (grau /Il vs. grau lll), P <
0,0001; B: invasdo linfovascular (presente vs.
ausente), P < 0,0001; C: metastase ganglionar
(ausente vs. presente), P = 0,013; D: tipo de
metastases (ausente vs. ITCs/micrometastases vs.
macrometastases), P < 0,0001; E: metastase
ganglionar (ausente vs. ITCs/ micrometastases); P =
0,549.
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Figura 5. Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia livre
de doenca (SLD). A: grau histolégico (grau I/ll vs. grau
Ill), P < 0,0001; B: invasao linfovascular (presente vs.
ausente), P = 0,004; C: metastase ganglionar
(presente vs. ausente), P = 0,184; D. tipo de metastase
ganglionar (ausente vs. ITCs/micrometastases vs.
macrometastases), P < 0,0001; E: metastase
ganglionar (ausente vs. ITCs/micrometastases); P =
0,432.
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V. Discussao

No dominio da oncologia veterinaria, os tumores mamarios da cadela continuam a constituir
um desafio para clinicos e patologistas. A grande diversidade de fendtipos e o seu
comportamento heterogéneo exige o apuramento de indicadores clinicos, histologicos e/ou
moleculares que permitam prever a evolugdo do processo neoplasico, ajustar o plano
terapéutico ao prognédstico e reduzir as taxas de morbilidade e mortalidade relacionadas
com estas neoplasias (Sarli et al., 2002; Gama et al., 2008).

O estadiamento clinico e a classificacdo histopatolégica dos tumores mamarios caninos
fornecem informacgéao relevante acerca do prognéstico e opcoes terapéuticas (Pefa et al.,
2013). Neste estudo, caracterizamos uma série de neoplasias malignas da mama da cadela
do ponto de vista clinicopatolégico e estuddmos que informacbdes podiam revelar as
variaveis clinicopatolégicas relativamente ao comportamento biolégico dos tumores
mamarios malignos e ao progndstico. Analisou-se, em especial, a influéncia da metastizacao
dos linfonodos regionais na progressao da doenca oncoloégica, nomeadamente, a relagao
entre a dimensao dos focos metastasicos dos linfonodos regionais e o progndstico. Foi
também estudada a relagdo entre a presenga de metastizagdo regional e o tipo de

metastase com os parametros clinicopatolégicos.

Varios parametros epidemiolégicos, clinicos e histopatolégicos foram ja identificados como
indicadores de prognéstico das neoplasias mamarias da cadela (Sorenmo et al., 2011; Pefa
et al., 2013). Neste estudo, o tipo histolégico, o grau histolégico, a invaséao linfovascular e a
metastizagdo regional revelaram valor prognéstico tanto no estudo de sobrevivéncia livre de
doenga como de sobrevivéncia total. Na avaliacado da relevancia biolégica dos pardmetros
clinicopatolégicos consideramos tanto o periodo médio de sobrevivéncia até a recidiva local
e/ou metastizacdo a distancia, como o tempo médio desde a mastectomia até a morte

devida a doencga oncoldgica.

A média das idades dos animais em estudo foi de 10 anos, um valor semelhante ao
observado noutros estudos retrospetivos (Hellmén et al., 1993; Yamagami et al., 1996; Sarli
et al., 2002; Gama et al., 2010; Santos et al., 2013; Rasotto et al., 2017; Coleto et al., 2018).
Alguns autores apontaram a idade como uma variavel associada a um pior prognostico,
observando-se em animais de idade mais avangada a presenca de tumores com
comportamento mais agressivo (Schneider et al., 1969; Hellmén et al., 1993; Pérez Alenza
et al., 1997; Philibert et al., 2003; Sorenmo et al., 2009; Pefa et al., 2013; Im et al., 2014;
Canadas et al., 2018). Contudo, noutros estudos, a idade ndo surgiu como um bom fator de
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prognostico (Shofer et al., 1989; Chang et al., 2005; Philibert et al., 2003; Rasotto et al.,
2017).

Sorenmo e colaboradores (2009) sugeriram que a progressao maligna € um processo
continuo a partir de lesées benignas e relacionado com a taxa de crescimento tumoral.
Alguns estudos tém investigado a relevancia das dimensdes da neoplasia como indicador de
prognostico mas a categorizagdo do tamanho varia entre estudos, dificultando a
comparagao dos resultados obtidos (Matos et al., 2012). No entanto, a maioria dos estudos
corrobora que os tumores de menores dimensdes tém um melhor prognéstico que os de
maiores dimensdes (Yamagami et al., 1996; Philibert et al., 2003; Chang et al., 2005; Pena
et al., 2013; Santos et al., 2013; Gunnes et al., 2017; Rasotto et al., 2017). Neste estudo, os
animais foram agrupados de acordo com as categorias T do sistema de estadiamento clinico
da OMS (Owen et al.,, 1980) em: T;, tumores < 3 cm; T,, tumores 3-5 cm; T3, > 5 cm.
Verificou-se uma distribuicdo uniforme entre categorias, ao contrario do que tém observado
outros autores, em que a categoria T, esta sobrerrepresentada (Pefa et al., 2013; Santos et
al., 2015). Nao se observou associacao estatisticamente significatica entre as categorias T
da OMS e a ST e SLD, corroborando os resultados de Karayannopoulou et al. (2005) que
nao encontraram relacéo entre o tamanho tumoral e o prognéstico. Shofer et al. (1989) e
Hellmeén et al. (1993), categorizando as dimensdes dos tumores noutros intervalos, também
nao encontraram importancia prognéstica neste parametro. Em oposicao, Pérez Alenza et
al. (1997) e Pena et al. (2013) confirmaram, em analise univariada, o valor prognéstico das
categorias propostas pela OMS para as dimensdes tumorais. A categorizagdo dos tumores
em<1cm,1-2,9cme =3 cmtambém esteve relacionado com a sobrevivéncia total (Peha
et al., 2013). Noutros trabalhos, verificou-se que os tumores < 3 cm estavam associados a
menor risco de recidiva local ou metastases a distancia (Kurzman e Gilbertson, 1986;
Santos et al.,, 2013; Santos et al., 2015) e ao aumento significativo do tempo de
sobrevivéncia (Philibert et al., 2003; Santos et al., 2013; Santos et al., 2015). Em sentido
oposto, Yamagami et al. (1996) e Chang et al. (2005) reportaram que cadelas com tumores
mamarios = 5 cm tém um risco significativamente superior de morte apdés mastectomia, nao
existindo diferencas significativas entre as categorias Ty € T, (Yamagami et al., 1996). O
tamanho tumoral surgiu como um fator de progndstico independente no estudo de Rasotto e
colaboradores (2017): os animais com tumores de dimenséao inferior a 1 cm revelaram um
risco significativamente inferior de recidiva local, metdstases a distancia e de morte
relacionada com o tumor, em comparagdo com tumores com 1 — 2 cm, 2 — 5 cm e
superiores a 5 cm; em contrapartida, os tumores com didmetro superior a 5 cm estavam

significativamente associados a um pior prognostico (Rasotto et al., 2017).
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O diagnéstico histolégico dos carcinomas mamarios foi realizado de acordo com o sistema
de classificacao proposto por Goldschmidt e colaboradores (2011). Esta nova classificacao
histolégica reclassificou e incorporou novos subtipos ao sistema da OMS (Misdorp et al.,
1971, 1972, 1973; Hampe e Misdorp, 1974; Misdorp et al., 1999). Apds a sua publicacao,
varios estudos demonstraram o seu valor progndéstico (Pefa et al., 2013; Im et al., 2014;
Rasotto et al., 2017; Canadas et al., 2018). Neste estudo, devido ao escasso numero de
amostras de determinados subtipos histolégicos, apenas foram comparados os diagnésticos
histolégicos mais frequentes. Os carcinossarcomas revelaram pior progndéstico que os
carcinomas sOlidos e estes uma evolugdo mais agressiva que 0s carcinomas
tubulopapilares, em concordancia com a literatura consultada (Bostock, 1975; Misdorp e
Hart, 1976; Chang et al., 2005; Pena et al., 2013; Santos et al., 2013; de Aradujo et al., 2015;
Santos et al., 2015; Rasotto et al., 2017; Canadas et al., 2018). A analise de sobrevivéncia
revelou um menor risco de recidiva local, metéstases a distancia e morte em cadelas com
carcinomas complexos, comparando com os tipos histolégicos anteriores, o que ja tinha sido
descrito por outros autores (Misdorp e Hart, 1976; Yamagami et al., 1996; Pena et al., 2013;
Rasotto et al., 2017). Foi sugerido que o comportamento menos agressivo dos carcinomas
complexos esta relacionado com o efeito protetor da proliferacdo de células mioepiteliais
bem diferenciadas durante a histogénese destas neoplasias (Pena et al., 2014; Rasotto et
al., 2014; Goldschmidt et al., 2016; Sanchez-Céspedes et al., 2016).

Quanto ao grau histolégico, os carcinomas de grau lll apresentaram uma ST e uma SLD
significaticativamente inferior & dos carcinomas grau I/1l, revelando uma forte relagéo entre
este parametro e o prognostico. Estes resultados corroboram estudos anteriores
(Karayannopoulou et al., 2005; Pefa et al., 2013; Santos et al., 2015; Rasotto et al., 2017).

A progressao maligna dos carcinomas esta relacionada com a sua capacidade de invasao e
metastizacdo. A disseminacao das células neoplasicas desde o tumor primario até um local
a distancia envolve multiplos eventos (Hanahan e Weinberg, 2011; Cullen e Breen, 2016).
Os carcinomas mamarios da cadela disseminam-se preferencialmente por via linfatica e
atingem os linfonodos regionais (Sorenmo, 2003) em aproximadamente 50% dos casos
(Misdorp e Hart, 1976; Chang et al., 2005). Nesta série de carcinomas, 64% dos animais
tinham evidéncias de metastizagédo regional na avaliagdo histopatol6gica, uma taxa também
observada por de Araujo et al. (2015). Os linfonodos axilares podem estar envolvidos no
processo neoplasico, quando se trata de neoformagdes nas glandulas mamarias M1, M2 e
M3, ao passo que o linfocentro inguinofemural € geralmente o local de metastizagéo das
neoplasias localizadas em M3, M4 e M5. Contudo, outros linfonodos podem estar implicados
devido a alteragbes no padrdao de drenagem linfatica que podem ocorrer em glandulas
mamarias neoplasicas (Pereira et al., 2003; Patsikas et al., 2006).
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Biologicamente, a presenca de émbolos neoplasicos em vasos na periferia do tumor indica a
natureza maligna do processo neoplasico, ainda que as células neoplasicas tenham de ser
capazes de se estabelecer como uma massa viavel num novo local, apdés disseminacao
sanguinea ou linfatica (Cullen e Breen, 2016). A semelhanca do verificado por outros
autores (Gilbertson et al., 1983; Yamagami et al., 1996; Rasotto et al., 2012; Santos et al.,
2015; Diessler et al.,, 2017; Rasotto et al., 2017; Canadas et al., 2018), a invasao
linfovascular esteve significativamente associada a um maior risco de recidiva local e

metastases a distancia e revelou um forte impacto na sobrevivéncia total.

A presenga de metastizagdo nos linfonodos regionais € considerada um importante
indicador de prognoéstico das neoplasias mamarias caninas, estando associada a um pior
prognéstico, com aumento das taxas de recidiva local e metastizagdo a distancia e
diminuicdo do tempo de sobrevivéncia (Kurzman e Gilbertson, 1986; Hellmén et al., 1993;
Yamagami et al., 1996; Pérez Alenza et al., 1997; Chang et al., 2005; Karayannopoulou et
al., 2005; Szczubial e Lopuszynski, 2011; Pena et al., 2013; Santos et al., 2013; de Araujo et
al., 2015; Diessler et al., 2017). No entanto, alguns estudos nao verificaram esta relacéo
entre o estado dos linfonodos regionais e a progressao da doenca neoplasica apds excisao
tumoral (Misdorp e Hart, 1976; Shofer et al., 1989). Em concordancia com a maioria dos
autores, confirmou-se neste trabalho que o envolvimento dos linfonodos regionais é um bom
indicador de prognostico. A analise das curvas de sobrevivéncia revelou uma diminuigao do
tempo médio de ST nos animais com metastases nos linfonodos regionais, assim como uma
reducédo do tempo médio de SLD nas cadelas com linfonodos positivos, em relagao ao grupo
de animais sem metastases. No entanto, ndo se encontrou uma associacao estatisticamente

significativa entre a SLD e o envolvimento regional.

Nos tumores de mama da mulher, o envolvimento do linfonodo axilar no processo
neoplasico também €& um importante fator de prognéstico, estando relacionado com a
capacidade de disseminacao do tumor (Cserni, 2005; Tsuda, 2015). A avaliagdo dos
linfonodos regionais € um procedimento fundamental para fazer o estadiamento tumoral e,
assim, definir o plano terapéutico e estabelecer o progndstico. A determinacao da categoria
pN, segundo a classificagdo AJCC/UICC, considera a presenca de metastases nos
linfonodos, o numero de linfonodos positivos e a dimenséao dos focos metastasicos (Amin et
al., 2016; Brierley et al., 2017). As metastases regionais sao categorizadas em ITCs,
micrometastases e macrometéastases, de acordo com a dimensdao do maior depdsito
metastasico detetado. Contudo, o significado clinico dos achados nos linfonodos regionais
nao estd completamente esclarecido, designadamente o da identificacdo de metastases
ocultas (micrometastases e ITCs) por IHQ (Cserni, 2005; Cserni et al., 2006; Weaver et al.,
2011; Tsuda, 2015; Naidoo e Pinder, 2017). Alguns estudos reportaram que a detegéo de
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metastases ocultas a nivel regional tinha valor prognéstico em pacientes com cancro da
mama (Cote et al., 1999; Alberti et al., 2006; de Boer et al., 2009; de Boer et al., 2010;
Weaver et al.,, 2011; Andersson et al., 2018), enquanto outros ndo encontraram essa
associacao (Nasser et al., 1993; Kahn et al., 2006; Hansen et al., 2009; Reed et al., 2009;
Gobardhan et al.,, 2011; Maaskant-Braat et al., 2011; Rovera et al., 2013; Ahmed et al.,
2014; Houvenaeghel et al., 2014). Por outro lado, alguns autores reportam que apenas as
micrometastases estdo associadas a um pior prognostico (International (Ludwig) Breast
Cancer Study Group, 1990; Nasser et al., 1993; Susnik et al., 2004; Cox et al., 2008; Salhab
et al., 2011; Kimbrough et al., 2015). De realgar que na mulher os linfonodos com
metastases de dimensao igual ou inferior a 0,2 mm (ITCs) sdo considerados negativos (No)
(Amin et al., 2016; Brierley et al., 2017). Em Medicina Veterindria, os sistemas de
estadiamento tumoral classificam como positivo (N4) qualquer evidéncia da presenga de
células neoplasicas nos linfonodos regionais (Owen et al., 1980; Rutteman et al., 2001;
Goldschmidt et al., 2016).

Recentemente tem sido questionada a importancia da dimensao dos focos metastasicos nos
linfonodos regionais adjacentes a carcinomas mamarios na cadela. Nesse sentido,
realizaram-se alguns estudos que procuraram esclarecer acerca do valor prognéstico das
ITCs, micrometastases e macrometastases. Os resultados obtidos ndo foram consensuais.
Szczubial e Lopuszynski (2011), num estudo que envolveu 51 cadelas com carcinomas
mamarios, compararam as diferengcas em termos de SLD e ST entre cadelas sem células
neoplasicas nos linfonodos regionais, cadelas com micrometastases (0,2-2 mm) e cadelas
com macrometastases (> 2 mm). Concluiram que apenas metastases maiores de 2 mm
(macrometastases) nos linfonodos regionais tém valor progndstico (Szczubial e
Lopuszynski, 2011). No presente estudo obtivemos resultados idénticos, apesar de no
trabalho de Szczubial e Lopuszynski (2011) ndo se terem incluido casos com ITCs. Na
presente série, a presenca de metastases nos linfonodos regionais esteve significativamente
associada a uma reducdo da sobrevivéncia total. Apds confirmagcdo do envolvimento
regional por imuno-histoquimica e aplicando os critérios da classificacao pN dos tumores da
mama da mulher, 49% dos casos positivos apresentaram macrometastases, 28,6%
micrometastases e 22,4 % ITCs. A andlise de sobrevivéncia revelou que os animais com
macrometastases (> 2 mm) apresentaram um tempo médio de sobrevivéncia total e livre de
doenca cerca de 3 vezes inferior, em comparacdo com 0s animais sem metastases
regionais, com ITCs ou micrometastases. Apds um ano de seguimento clinico, apenas
13,3% das cadelas com macrometastases estavam vivas, em oposicao a taxas de
sobrevivéncia superiores a 75% nos grupos dos animais com ITCs/micrometastases e sem

metastases. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
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grupos de animais sem metastases regionais ou com |ITCs/micrometastases. Coleto et al.
(2018) compararam a sobrevivéncia total de animais com ITCs e animais sem metastases e
também nado encontraram diferencas estatisticamente significativas entre estes dois grupos.
Contrariamente as evidéncias observadas neste e em outros estudos (Szczubial e
Lopuszynski, 2011; Coleto et al., 2018), de Araujo et al. (2015) apontaram a relevancia das
ITCs, mas ndo das micrometastases, na progressdo dos carcinomas mamarios. Nesse
estudo, verificou-se que os grupos de animais com ITCs, com metastases nao mensuraveis
e com macrometastases tinham periodos de sobrevivéncia significativamente inferiores aos
grupos de animais sem metastases ou com micrometastases (de Araujo et al., 2015). Os
autores reportaram que 33,3% dos linfonodos regionais com ITCs foram observados em
cadelas com carcinomas mais agressivos (carcinossarcomas e carcinomas sélidos),
sugerindo uma relagdo entre o significado prognostico das ITCs e o tipo histolégico dos
carcinomas (de Araujo et al., 2015). Na nossa amostra, detetou-se um caso de ITCs
associado a um carcinoma de células escamosas, indiferenciado, enquanto os restantes 10

casos de ITCs foram observados em carcinomas tubulopapilares e complexos de grau I/11.

A demonstragdo do significado prognostico do numero de linfonodos metastizados em
mulheres com tumores mamarios (Fisher et al., 1983) conduziu a inclusdo deste parametro
nos critérios pN da classificagcdo AJCC/UICC (Amin et al., 2016; Brierley et al., 2017). No
mesmo sentido, de Araujo et al. (2015) concluiu que a identificacdo de mais do que um
linfonodo regional ipsilateral metastizado esta associada a um pior progndstico. Neste
estudo, ndo foi efetuada essa andlise, mas consideramos importante essa avaliagao futura

numa amostra de casos mais ampla.

Na literatura consultada ha evidéncias que algumas caracteristicas do tumor podem prever a
capacidade de invasdo e metastizacdo das neoplasias mamarias tanto na mulher (Chen et
al., 2002; Tan et al., 2005; Madsen et al., 2013), como na cadela (Rasotto et al., 2012). A
investigacao destes parametros permite identificar individuos em risco e, assim, adotar
medidas terapéuticas preventivas. Neste estudo, a dimensdo do tumor surgiu associada a
presenca de metastizagdo regional, corroborando os resultados obtidos por Chang et al.
(2005). As cadelas com tumores de dimensdo superior a 5 cm apresentaram maior risco de
metastizacdo nos linfonodos regionais; apesar disso, 21,3% dos casos com linfonodos
positivos foram observados em animais com tumores com dimensao inferior a 3 cm,
contrariamente a Chang et al. (2005) que nao detectaram linfonodos positivos em animais
com tumores de dimensao inferior a 3 cm. Considerando as categorias das metastases
regionais estudadas, néo se encontrou uma associagao significativa entre estas categorias e
a dimensao do tumor primério. No entanto, a frequéncia mais elevada de macrometéstases

ocorreu nas cadelas com tumores de dimensdo superior a 5 cm. Madsen et al. (2013), numa
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analise multivariada, observou um risco superior de micrometastases e macrometastases
em mulheres com tumores mamarios de maiores dimensdes. Os nossos resultados nao
revelaram outras associa¢des entre as caracteristicas clinicas e a presenca de metastases
ou o tipo de metéastases regionais. O tipo histoldégico (Szczubial e Lopuszynski, 2011;
Rasotto et al., 2012; Im et al., 2014) e o grau histolégico (Rasotto et al., 2012; Diessler et al.,
2017) sdo bons indicadores da capacidade dos carcinomas metastizarem nos linfonodos
regionais. A avaliacdo da relacao entre a dimensao dos focos metastasicos e o tipo e grau
histologicos, revelou que a detecdo de metastases superiores a 2 mm esteve
significativamente associada a presenca de carcinoma sélido ou carcinossarcoma e a
neoplasias mais indiferenciadas, de comportamento potencialmente mais agressivo. Os
carcinossarcomas revelaram o maior potencial metastasico, com mais de 80% dos casos a
apresentarem metastases nos linfonodos regionais, sendo que 50% eram macrometastases.
As taxas mais baixas (41,6%) de metastizacao regional foram observadas nos carcinomas
complexos; de notar que se consideraram para a andlise estatistica apenas os tipos
histologicos mais frequentes. A invasao linfovascular foi identificada como um parametro
fortemente associado a metastizagao dos linfonodos regionais, tanto na analise univariada
(Aratjo et al., 2016) como multivariada (Diessler et al., 2017). A semelhanca destes
resultados, também encontrdmos uma associacao significativa entre a presenca de émbolos
neoplasicos e a dimensao dos focos metastasicos. No entanto, em cerca de 10% dos casos
em que nao se observou invaséo linfovascular foram detetadas macrometastases, o que
estara provavelmente associado ao facto dos tumores primdrios serem de dimenséo
consideravel e ser analisada uma amostra que pode nao exibir areas de invasao. Por outro

lado, este resultado realga a importancia da avaliagao dos linfonodos regionais.

A imuno-histoquimica revelou-se uma ferramenta bastante UGtii na confirmacdo e
identificacdo de ITCs nos linfonodos, apesar de nesta série apenas se ter detetado uma
metastase oculta. Provavelmente, deveu-se ao facto de se terem efetuado multiplas seccoes
dos linfonodos, com intervalos de cerca de 2 mm, mesmo quando ndo se observou
alteragdo macroscopica indicativa de metéstase.

Os estudos que avaliaram o significado prognostico da presenca de macrometastases,
micrometastases e ITCs em linfonodos regionais de cadelas com carcinomas mamarios,
ainda sao escassos e envolveram amostras de pequena dimensdo. Os resultados do
presente estudo sugerem que os depoésitos metastasicos com dimensao superior a 2 mm
nos linfonodos regionais sdo um importante indicador de progndéstico enquanto a detegao de
ITCs e micrometastases nao parece estar associada a piores taxas de sobrevivéncia. No
entanto, estas conclusées carecem de confirmagcdo em estudos de maior escala, que

incluam maior numero de casos com ITCs e micrometastases e que permitam a
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comparagao critica entre as diferentes categorias. Por outro lado, estes resultados enfatizam
a necessidade de rever a classificacao TNM para as neoplasias mamarias caninas, uma vez
qgue atualmente o envolvimento do linfonodo é apenas classificado em N, (sem evidéncia de

metastase) e Ny (com evidéncia de metastase, incluindo ITCs).
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VI. Conclusoes

Neste estudo, procurdmos esclarecer acerca da importancia clinica e prognéstica da

identificacao do tipo de metastases presentes nos linfonodos regionais de cadelas com

neoplasia mamaria maligna. Salientamos as seguintes conclusdes:

a presenga de metastases nos linfonodos regionais de cadelas com neoplasias
mamarias malignas esteve significativamente associada a pior prognostico, sendo as
diferencas mais relevantes apds categorizacao dos depdsitos metastasicos;

a presenca de metastases de didmetro inferior a 2 mm (ITCs e micrometastases) nos
linfonodos regionais de cadelas com neoplasias mamarias malignas nao esteve
associada a pior prognéstico; efetivamente, apenas a detegcdo de macrometastases
(depdsitos metastasicos superiores a 2 mm) esteve significativamente associada a
piores taxas de sobrevivéncia;

a comparagao das curvas de sobrevivéncia de cadelas com ITCs/micrometastases e
de cadelas sem envolvimento regional nao revelou diferengas significativas tanto
relativamente a ST como a SLD;

a técnica de imunohistoquimica anti-queratinas revelou-se uma ferramenta Util na
detegdo de ITCs/micrometastases nos linfonodos, apesar de nesta série se ter
identificado apenas uma metéastase oculta;

a analise estatistica da relacdo entre os parametros clinicopatologicos e o tipo de
metastases revelou que o tipo histoldégico, o grau histolégico e a invasao
linfovascular estdo associados ao tipo de metastases, estando a presenga de
macrometastases nos linfonodos regionais associada a parametros de maior
agressividade biolégica;

consideramos necessarios estudos adicionais, com um maior niUmero de animais,

que comprovem estes resultados e conclusodes.
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