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RESUMO

O cancer de mama é uma doenga que afeta mulheres em todo mundo, sendo a principal causa
de 6bito por cincer em mulheres no Brasil e em cadelas é a neoplasia mais frequente. Os
carcinomas lobulares invasivos sdo o segundo tipo de carcinoma mais frequente na mulher,
sendo que os carcinomas lobulares pleomérficos representam 1% da sua casuistica. Nas cadelas,
foi descrito a primeira vez em 2002, apresentando similaridades morfolégicas e
imunofenotipicas com o CLP humano. Dada as similaridades desta neoplasia nas cadelas com
as descritas em mulheres, se torna importante a sua caracteriza¢do para melhor conhecimento
do seu comportamento, buscando viabilizar a utilizacdo das cadelas como modelo comparativo.
Para tal foram analisadas 26 amostras caninas e 26 amostras humanas, para analise dos dados
clinicos patoldégicos, andlise histopatoldgica em conjunto de anélises de imunohistoquimica
para marcadores de HER2, RE, RP, E-caderina e Ki-67. A idade média encontrada nos caninos
foi de 9 anos, enquanto mulheres apresentaram idade média de 56 anos, o tamanho T2 foi o
mais frequente em ambas as espécies e em caninos € mulheres o grau histoldégico mais
frequente foi o grau II. Todos os CLP caninos apresentaram positividade para RP, sendo que
96,1% foram negativos para RE e todos os casos apresentaram negatividade para HER-2 e E-
caderina. As mulheres apresentaram positividade para RE em todos os casos e sua maioria se
apresentou positivo para RP e negativos para HER-2. O subtipo Luminal B na cadela foi o
subtipo molecular mais frequente, € na mulher o subtipo Luminal A e Luminal B obtiveram a

mesma frequéncia.

Palavras-chave: imuno-histoquimica; mama; imunofendtipo; cancer



ABSTRACT

Mammary cancer is a disease that affects women worldwide, being the main cause of death in
women in Brazil and in female dogs it is the most frequent neoplasm. Invasive lobular
carcinoma are the second most common type of carcinoma in women, with pleomorphic lobular
carcinomas representing 1% of the sample. In bitches, it was first described in 2002, showing
morphological and immunophenotypic similarities with human CLP. Given the similarities of
this neoplasm in female dogs with those described in women, its characterization is important
for a better understanding of its behavior, seeking to enable the use of female dogs as a
comparative model. For this purpose, 26 canine samples and 26 human samples were analyzed
for clinical pathological data, and histopathological analysis together with
immunohistochemical analyzes for HER2, RE, RP, E-cadherin and Ki-67 markers. The mean
age found in canines was 9 years, while women had a mean age of 56 years, size T2 was the
most frequent in both species, and in canines and women the most frequent histological grade
was grade II. All canine CLPs were positive for RP and 96.1% were negative for RE and all
cases were negative for HER-2 and E-cadherin. Women were positive for ER in all cases and
96.1% were positive for RP and 92.3% were negative for HER-2. The Luminal B subtype in
canine was the most frequent molecular subtype, and in humans, the Luminal A and Luminal

B subtypes had the same frequency.

Keywords: immunohistochemistry; breast; immunophenotype; cancer
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1. INTRODUCAO

A neoplasia mamadria é o tipo mais frequente em cadelas. Em mulheres, apresenta alta
incidéncia em todo o mundo, sendo a principal causa de 6bito por cancer nessa populacio
(CECILIO et al., 2015; DESANTIS et al., 2015; INCA, 2019). Dadas as similaridades
encontradas entre as espécies nos diversos tipos de cancer de mama, no que diz respeito aos
aspectos epidemioldgicos, clinicos, bioldgicos e moleculares, o estudo das neoplasias em
caninos possibilita a utilizacdo da cadela como modelo de estudo espontaneo para as neoplasias
mamarias em mulheres (GAMBA et al., 2017; Timmermans-Sprang et al., 2017; NUNES et
al., 2019).

Os carcinomas lobulares invasivos (CLI) representam cerca de 5% a 15% dos diagndsticos,
sendo o segundo mais diagnosticado dentre os carcinomas mamarios em mulheres. O subtipo
pleomoérfico € uma das quatro variantes dos CLI, sendo os tipos cldssico, solido e alveolar as
demais. Dentre eles, os CLP representam cerca de 1% a 2% dos diagndsticos, sendo
considerado o tipo lobular que possui progndstico mais reservado e menor sobrevida quando
comparado aos demais (COSTARELLI et al., 2017; HAQUE et al., 2019; SEGAR et al., 2020).
O carcinoma lobular pleomorfico (CLP) apresenta caracteristicas de maior agressividade em
comparagdo aos demais subtipos de CLI. Em caes, os CLP espontaneos tém sido descritos na
glandula mamadria apresentando semelhancas citoldgicas, histopatoldgicas, imuno-

histoquimicas e de comportamento biolégico com os CLP humanos (CASSALI et al., 2002).

Nas mulheres e nas cadelas, o CLP apresenta na histopatologia um padrdo de crescimento
semelhante ao CLI tipo cldssico, em que as células se organizam em fileiras tnicas, tipo "fila
indiana", sem coesdo, compostas por at€ duas camadas celulares (CASSALI et al., 2002;
HICKS & LESTER, 2016), sendo caracterizado morfologicamente pelo acentuado
pleomorfismo nuclear, por vezes semelhantes a células plasmocitoides, histiocitéides ou
apocrinas (CASSALI et al., 2002; RAHKA et al., 2012). Estudos em humanos apontam que o
CLP apresenta pior sobrevida quando comparado ao CLI do tipo classico e ao carcinoma ductal
invasor, ndo somente pelas caracteristicas histopatologicas, mas também pela associacio com
o tamanho tumoral, presen¢a de metastase e subtipo molecular, resultando em um pior desfecho
para as pacientes (FROLIK et al., 2001; SETOGUCHI et al., 2001; VARGAS et al., 2009;
COSTARELLI et al., 2017). As caracteristicas moleculares desta neoplasia incluem a perda da

expressdo de E-caderina e expressdo positiva ou negativa de receptores hormonais, como
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estrogénio e progesterona (RE e RP). H4 também relatos de amplificacdo de HER-2 em alguns

casos (COSTARELLI et al., 2017; LIU et al., 2018; HAQUE et al., 2019).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de mama

O cancer de mama € o tipo de cancer mais incidente em mulheres no Brasil e no mundo,
para o ano de 2022 foi estimado 66.280 novos casos desta neoplasia no Brasil, sendo a principal
causa de 6bito por cancer nessa populacdo (DESANTIS et al., 2015; INCA, 2019). Nas cadelas,
o cancer de mama € a neoplasia mais frequentemente diagnosticada e, no Brasil, cerca de 70 a
80% dessas neoplasias sao malignas (OLIVEIRA FILHO et al., 2010; NUNES et al., 2019)

As transformacdes neoplasicas sdo multifatoriais, porém em cadelas e em mulheres, a
influéncia hormonal apresenta extrema relevancia. Nas cadelas, sabe-se que fémeas nao
castradas possuem maior risco de apresentar neoplasias mamadrias, principalmente em animais
de pequeno porte e com sobrepeso (GEDON et al., 2022; TESI et al., 2020; NUNES et al.,
2018). Em mulheres, o histdrico reprodutivo relacionada a estimulos estrogénicos endégenos e
exogenos sio relatados como fatores para o desenvolvimento de neoplasias mamarias, como,
por exemplo, o uso de contraceptivo, menopausa tardia e terapias de reposicao hormonal pds
menopausa. Além disso, ha aumento do risco a depender do tempo de exposi¢do a esses fatores
(SILVA & SILVA., 2005; IZADI et al., 2014).

Ferramentas para determinacdo do progndstico sdo amplamente utilizadas nas espécies
humana e canina (GRAY et al., 2020; MODAL et al., 2022). O sistema TNM de estadiamento
clinico para carcinomas mamarios em ambas as espécies, foi adaptado para cadelas apenas no
que diz respeito ao tamanho tumoral onde, tumores que apresentam tamanho 0-2 cm, em
mulheres, e 0-3 cm, em cadelas, sdo considerados T1, tumores de 2-5 cm, em mulheres, e de 3-
5 cm, em cadelas, sdo considerados T2, e os >5 cm, em ambas as espécies, sdo considerados
T3. Na espécie humana quando had invasdo de musculatura intercostal e/ou pele sdo
classificados como T4, o envolvimento de linfonodos regionais (NO: sem metéstase; N1: com
metdstase) e metdstase a distancia (MO: sem metastase; M1: com metdstase), permitindo a
categorizacdo em quatro estadios (I, II, III, IV) (TNM, 1998; CAVALCANTI et al., 2006;
AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2017; OWEN, 1980).

A classificacdo histoldgica dos tumores € necessdria em ambas as espécies, auxiliando
patologistas humanos e veterinarios na reprodutibilidade do diagndstico e progndstico, e tanto
para as neoplasias humanas como caninas, existem sistemas de classificacdo histologica que
visam empregar critérios de auxilio diagndstico (GOLDHIRSCH et al., 2005; CASSALI et al.,
2020) .
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Visando o entendimento do progndstico dos tumores mamdrios, um sistema de
graduacdo histoldgica tem sido utilizado para determinar o grau de diferenciacdo celular dos
carcinomas mamadrios. Este sistema baseia-se em trés parametros: formacdo tubular,
pleomorfismo nuclear e indice mitético. O grau histologico € determinado pela soma das
pontuagdes, classificadas como grau I (3-5 pontos), grau II (6—7 pontos) e grau III (8-9 pontos)
(ELSTON & ELLIS, 1991). Estudos em ambas as espécies demonstram correlacio entre a
graduacdo e a sobrevida dos pacientes (CASSALI et al., 2020; RUHNK & VALEJO, 2021).

Marcadores moleculares também sao utilizados para determinar fatores progndsticos e
preditivos em cadelas e mulheres. Receptores hormonais (estrogénio e progesterona), HER-2,
KI67 e, para os tumores lobulares em mulheres, a E-caderina. Os marcadores RE e RP sdo
diretamente relacionados com o grau de diferenciacdo no cancer de mama em mulheres, € em
cadelas, neoplasias malignas demonstram baixa expressdo desses marcadores quando
comparadas a tumores benignos (MCCARTY et al., 1980; MILLIS et al., 1980; LAS MULAS
et al., 2005). Como os marcadores hormonais, a superexpressdo de HER-2, membro da familia
de receptores de crescimento epidermal, é associado a um pior progndstico em neoplasias
mamadrias malignas, e assim como em mulheres, em cadelas tem sido associado a progndstico
desfavordvel, relacionando-se com indicadores como maior tamanho tumoral, alto grau
histolégico, invasao e negatividade para marcadores hormonais (TSUTSUI et al., 2002; LAS
MULAS et al., 2003; DUTRA et al., 2004; GAMA et al., 2009; BERTAGNOLLI et al., 2011)

As neoplasias mamdrias em cadelas e mulheres compartilham caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas, o que corrobora a utilizacdo da cadela como
um modelo comparativo espontaneo do cancer de mama (CASSALI ez al., 2002; MISDORP
etal.,2001; UVA et al., 2009; RIVERA & VON EULER, 2011; MARKKANEN et al., 2019).
Lesoes pré-neopldsicas e malignas bem caracterizadas na mama da mulher foram descritas em
cadelas, incluindo o carcinoma lobular pleomérfico (CASSALI et al., 2002, SALGADO et al.,
2012, D’ASSIS et al., 2016).

2.2 Carcinoma Lobular Pleomoérfico

Nas mulheres os carcinomas mamadrios invasivos sdo descritos histologicamente como

carcinomas ductais invasores (CDI) e os CLI e outros tipos especiais. O CLI é o segundo tipo
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mais frequente de neoplasia mamaria na mulher, representando 5 a 15% dos casos (RAHKA et
al., 2012). O CLI foi descrito pela primeira vez por Dixon e colaboradores (1982) e
posteriormente subdividido de acordo com a arquitetura histolégica em CLI cléassico, sélido,
alveolar e pleomoérfico por Page e colaboradores (1987). Entretanto, para a variagcdo
pleomérfica considera-se a morfologia nuclear podendo subdividir-se em anel de sinete,
histiocitéide ou apderino (SINN ef al., 2013). Em medicina veterinaria o CLP foi descrito pela
primeira vez em 2002 por Cassali e colaboradores, onde similaridades morfoldgicas e
moleculares foram encontradas com o CLP descrito na espécie humana. Em ambas as espécies,
o CLP pelo comportamento biolégico agressivo, sendo associados com pior progndstico

(TANIGUCHI et al., 2020; SALGADO et al., 2012).

2.2.1 Caracteristicas clinico patologicas e histopatolégicas dos Carcinomas Lobulares

Pleomorficos

Os CLP apresentam baixa incidéncia nas mulheres, representando cerca de 1-2% dos CLI. A
idade diagnostica para o CLP pode variar entre 38 e 52 anos, ndo sendo comum o diagndstico
de mulheres abaixo dos 30 anos (JUNG et al., 2012; AL-BAIMANI el al., 2015). Estudos que
apresentem caracteristicas clinicas-patologicas em cadelas sdo escassos, estando disponiveis

apenas relatos de caso (CASSALI et al., 2002, SALGADO et al., 2012, D’ ASSIS et al., 2016).

Nas mulheres, o CLP exibe na histopatologia um padrao de crescimento semelhante ao CLI
cléssico, que consiste em fileiras tnicas, tipo <fila indiana=, de células descoesas, compostas
por até duas camadas celulares (RAHKA er al, 2012; HICKS & LESTER 2016), sendo
caracterizado morfologicamente pelo acentuado pleomorfismo nuclear, podendo assemelhar-se
a células plasmocitdides, histiocitéides ou apdcrinas, hipercromasia aumentada, nucléolos
proeminentes, alta atividade mitética e citoplasma abundante eosinofilico e levemente granular

(RAHKA et al., 2012).

Nas cadelas vem sendo descrito com caracteristicas citomorfolégicas semelhantes ao que
identificados na mulher, tais como células dispersas no estroma de forma atipica, nicleos
excéntricos e citoplasma por vezes abundante e alta atividade mit6tica (CASSALI et al., 2002,

SALGADO et al., 2012, D’ASSIS et al., 2016).
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2.2.2 Marcadores prognosticos e preditivos nos Carcinomas Lobulares Pleomérficos

2.2.2.1 Marcadores Hormonais

A expressao de receptores hormonais (estrégeno e progesterona) € amplamente utilizada na
medicina humana. O estrégeno estd intimamente ligado a proliferacdo de células epiteliais
durante o ciclo menstrual de mulheres e indiretamente estd associado ao processo de morte
dessas células. Por estarem presentes em processos normais da mama sao relacionados ao grau
de diferenciacdo histolégica dos tumores mamarios humanos e caninos (MCCARTY et al,
1980; MILLIS et al.,, 1980; LAS MULAS et al., 2005). Quanto a sua expressao no CLP
humano, a literatura se apresenta de forma ambigua quando a expressdao destes marcadores,
sendo relatados casos positivos e negativos para ambos os receptores. Em mulheres a
positividade para estes marcadores prevé resposta a algumas medicacgdes, e apresentam valor
progndstico e preditivo na espécie. Ja em cadelas, os marcadores hormonais foram descritos
como positivos nos CLPs (CASSALI 2002, SALGADO 2012, D’ASSIS 2016, XU et al.,
2018; ADEDAYO et al., 2019).

2.2.2.2 HER-2

A glicoproteina HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) estd relacionada ao
crescimento celular. E considerada como um fator progndstico e preditivo nas neoplasias
mamdrias, sendo expressa em cerca de 15% dos tumores mamadrios da espécie humana,
conferindo a estes piores progndsticos (BERTAGNOLLI et al., 2011). A expressdo deste
marcador esta relacionada a uma maior agressividade dos tumores, altas taxas de recidiva e
maiores chances de metdstases regionais (ARNES er al., 2008, BAUER, 2007). Estudos
relatam superexpressdo para este marcador em alguns casos de CLP humanos, como também
pode se apresentar negativo na espécie, assim como em caes (CASSALI et al., 2002,

SALGADO et al., 2012, D’ASSIS et al., 2016).

2.2.2.3 Proliferacao Celular

O anticorpo monoclonal para avaliagdo da proliferagdo celular utilizado em cancer de mama
€ o Ki67, também conhecido como MIB-1, que reage com uma proteina do nicleo celular, de
células proliferantes, sendo elas cancerigenas ou ndo. Estudos no cancer de mama vem
correlacionando a expressdo deste marcador a uma relacdo estatisticamente positiva com
sobrevida livre de doenca e sobrevida global de pacientes. Em caninos também apresenta

relacdo com metdstase e malignidade, se apresentando como um fator progndstico
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independente (DUTRA et al., 2008, NUNES et al., 2019). Nos estudos que avaliam a
proliferac@o celular em mulheres com CLP, demonstram que em geral, os casos apresentam
positividade acima de 10%. J4 em cadelas a positividade para este marcador variou de 30 a 52

% (CASSALI et al., 2002, SALGADO et al., 2012, D’ASSIS et al., 2016).

2.2.2.4 E-caderina

A E-caderina é uma importante molécula de adesdo celular e tem grande importancia na
diferenciacdo de células epiteliais. Alteracdes ou falhas no seu comportamento t€ém sido
relatadas em alguns tipos de tumores, como de cincer de cOlon, bexiga, pele e glandula
mamadria tanto na espécie humana como na canina, sendo essas neoplasias as que apresentam
caracteristicas de pior progndstico (RAKHA er al., 2005; HORNE et al., 2018). A alta
expressao de E-caderina indica uma boa adesdo celular e com isso, uma menor taxa de invasao
de tumores que apresentam positividade para este marcador (YANG et al., 2018; HORNE et
al., 2018). A perda da expressao dessa proteina nos tumores mamarios apresenta relacdo com
menor tempo de sobrevida e periodo livre de metastase (DUBOIS-MARSHALL et al., 2011;
MCCART REED et al., 2016). Uma das caracteristicas do CLP em ambas as espécies € a
marcacdo membranar fraca e incompleta ou a perda total da expressdo dessas proteinas nas
células neoplasicas, o que evidencia o comportamento agressivo desse tipo tumoral

(COSTARELLI et al., 2017; HAQUE et al., 2019).

2.2.3 Subtipos Moleculares

Os carcinomas mamadrios nas espécies humana e canina apresentam caracteristicas bastante
heterogéneas. Classificacdes clinicas, histolégicas e imunofenotipicas visam compreender
papeis prognoésticos e preditivos para a doenga, porém a complexidade dessas neoplasias ainda
nao € bem compreendida (NUNES er al., 2022; GAMA et al., 2008; RAKHA & GREEN,
2017). Para tanto, avancos nas dreas de pesquisa molecular t€m correlacionado a expressao
génica de RE, RP e HER-2 e KI67, a indices indicativos progndsticos e a sobrevida de
pacientes com cancer de mama. A partir dessa andlise 0s carcinomas mamarios sao
classificados da seguinte forma: Luminal A, Luminal B Her-2 negativo, Luminal B Her-2
positivo e Triplo negativo (RAKHA & GREEN, 2017). Os tipos luminais sdo classificados
dessa forma pela similaridade das células neopldsicas com as células luminais normais da
mama. No tipo luminal A os tumores expressam positividade para RE ou RP, e indice de K167

baixo (<14%), ja o subtipo luminal B pode se apresentar como HER (-), quando apresenta
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marcacdo positiva para um ou dois dos marcadores hormonais, negatividade para HER-2 e o
indice de KI67 alto (>14%). O subtipo luminal B HER-2 (+) apresenta positividade para RE,
qualquer valor de KI67 e RP e sobreexpressdao de HER-2. Dentre os carcinomas hormdnio
dependentes, os carcinomas luminais A, apresentam melhor progndstico, visto a possibilidade
de se beneficiarem de terapias alvo especificas, e por apresentarem baixo indice de
proliferacdo celular. Diferentemente do luminal B, que cursa com uso de quimioterdpicos e
terapias alvo especificas, estando associado a maiores indices de metéstases e diminui¢do da
sobrevida (NUNES et al., 2022; FRAGOMENI et al., 2018; HASHMI et al., 2018; FATEMI
et al., 2012).

Os carcinomas triplo negativos nio expressam positividade para receptores hormonais e HER-
2, sendo assim, ndo se beneficiam de terapias alvo e sdo relacionados a tumores de alto grau,
maior incidéncia de metdstases e menor taxa de sobrevida das pacientes (HOWARD et al,

2021; NUNES et al., 2022; NAMAGERDI et al., 2020).

3. JUSTIFICATIVA

Dadas as similaridades morfoldgicas dos carcinomas lobulares pleomorficos das cadelas com
as descritas em mulheres, se torna importante a sua caracterizacdo para melhor conhecimento

do seu comportamento, e a possibilidade de utilizacdo das cadelas como modelo comparativo.

4. HIPOTESE

O carcinoma lobular pleomoérfico em cadelas apresenta nas andlises histopatoldgicas e
imunohistoquimicas semelhancas com as caracteristicas descritas neste mesmo subtipo

histopatoldgico na mulher.

5. OBJETIVOS

e OBJETIVO GERAL
Comparar as caracteristicas clinicopatoldgicas e imuno-histoquimicas de carcinomas

lobulares pleomorficos humanos e caninos.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Avaliar a expressao proteica de E-caderina, HER-2, RE, RP e Ki67 em carcinomas lobulares
pleomorficos da cadela e da mulher.

e Determinar o grau histolégico dos carcinomas lobulares pleomoérficos da cadela e da
mulher e correlaciond-los com metastase regional e a distancia.

e Correlacionar o imunofenétipo dos carcinomas lobulares pleomérficos da cadela e da

mulher com os achados morfoldégicos e indice mitético.

6. MATERIAL E METODOS
6.1 Aspectos Eticos e seleciio das amostras
Todos os procedimentos foram realizados conforme os apropriados regimentos dos comités de
ética animal e humano sob os protocolos 83/2021 (CEUA/UFMG) e 43947521.3.0000.5149
(COEP/UFMG).

Um estudo retrospectivo foi realizado, e os casos foram selecionados a partir dos laudos das
pacientes, e desses foram obtidas informacdes como diagndstico, idade, tamanho tumoral,
status de linfonodo e tipo de cirurgia. Foram selecionadas 56 casos de pacientes sem terapia
anterior ao procedimento cirdrgico, que possuiam carcinoma lobular invasor e pleomorfico,
graus II e III e desses, apds revisdo com um patologista médico, foram selecionados 26 casos
que possuiam caracteristicas compativeis com o CLP. Ap6s a seleg@o dos laudos e revisdo das
laminas de HE, foram selecionados 26 blocos de amostras caninas que obtiveram diagndstico
de carcinoma lobular pleomérfico no arquivo do Laboratério de Patologia Comparada (LPC)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB - UFMQG),
nos anos de 2009 a 2020. E as 26 amostras humanas foram obtidas dos arquivos do Laboratorio
de Patologia Mamadria da Faculdade de Medicina da UFMG, nos anos de 2010 a 2020 com

diagnéstico de carcinoma lobular invasor e carcinoma lobular pleomérfico invasor.

6.2 Histopatologia
Foram obtidas sec¢des histolégicas de 4 um dos blocos de parafina das neoplasias, sendo
processadas por técnica rotineira para obtencdo de laminas coradas em HE. A classificacdo das

neoplasias caninas foi realizada de acordo com o Consensus for the Diagnosis, prognosis and
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tratamento of canine mammary tumors (CASSALI et al., 2020) e das neoplasias das mulheres

pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) (LAKHANI et al., 2012).

6.3 Graduacao histolégica e estadiamento clinico

As amostras humanas e caninas foram analisadas e graduadas de acordo com o sistema de
Nottingham, o qual avalia o indice de formacao de tibulos, pleomorfismo nuclear e contagem
mitética. Para categorizacido de parametros clinicos e histopatolégicos da progressao tumoral
sera utilizado o sistema TNM, onde (T) se refere ao tamanho tumoral e extensdo do tumor
primdrio, (N) a andlise de linfonodos regionais, avaliando a auséncia ou a presenca de
metastases, (M) a presenca ou auséncia de metdstases a distancia ( OWEN, 1980; TNM, 1998;
CAVALCANTI et al., 2006). O grau histolégico do tumor foi obtido pela soma das pontuagdes,
classificadas como grau I (3-5 pontos), grau II (6—7 pontos) e grau III (89 pontos) (ELSTON
& ELLIS, 1991). .

6.4 Imuno-histoquimica

A partir de blocos de parafina, foram obtidos cortes histoldgicos de 4 pm de espessura em
laminas gelatinizadas, sendo desparafinizados em xilol e dlcool e reidratados em diferentes
concentracdes de alcoois. Para as amostras caninas, o Kit de Sistema de Deteccao de Polimero
Novolink (Leica Biosystems, Newcastle,Tyne, Reino Unido) foi utilizado de acordo com as
especificagdes do fabricante. Para as amostras humanas, foi utilizado o Kit de detec¢do
Advance TM HRP (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, EUA). A recuperagao
antigénica do receptor de estrogénio (ER), progesterona (PR), Ki67, HER2 e E-caderina foi
realizada por meio de calor imido pressurizado (Pascal) para as amostras caninas e para as
amostras humanas. Nos casos caninos foi utilizado citrato pH 6,0 € humanos se utilizou EDTA
pH 9,0 (Dako Cytomation Target Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Dinamarca). As 1aminas
com os cortes histolégicos foram incubadas com o anticorpo primdrio apropriado por 1 hora
nas mulheres em temperatura ambiente e 16 horas nos cdes que foram incubadas em camara
umida, a 4°C. A imunorreatividade foi visualizada através do cromogeno 3-3’
diaminobenzidina (DAB Substrate System, Dako, Carpinteria, CA, EUA) e contrastado com
hematoxilina de Mayer. As informacdes referentes aos anticorpos, fabricantes, clones, dilui¢des

e recuperacao antigénica, podem ser observados nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Anticorpos primdrios utilizados nas neoplasias mamarias humanas com os
respectivos fabricantes, clones e dilui¢des.

Anticorpo Fabricante Clone Diluicao

| | | | 1
RP Dako Sp2 1:200
RE Dako EP1 ready to use
K167 Dako Mib-1 1:180

E-CADERINA Bio SBinc. EP700Y  1:180

HER-2 Dako Policlonal 1:180

Tabela 2. Anticorpos primdrios nas neoplasias mamadrias caninas com 0S respectivos
fabricantes, clones e diluicoes.

Anticorpo Fabricante Clone Diluicao

| | ] | 1
RP Dako HPRA2 1:50
RE Dako 1D5 1:50
K167 Dako Mib-1 1:50

E-CADERINA Zymed 4A2C7 1:50
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HER-2 Dako Policlonal 1:200

6.5 Subtipos moleculares

Os subtipos moleculares de cancer de mama sdo classificacoes distintas devido a
heterogeneidade molecular das neoplasias, sendo classificadas com base na expressdo
imunohistoquimica do receptor de estrégeno e progesterona positivos, receptor de fator de
crescimento epidérmico humano positivo (HER2+) e triplo-negativo (TNBC) (GAMA et al.,
2008). Sendo classificados como Luminal A, Luminal B (HER2-), Luminal B (HER2+),
HER2+ e TNBC (RAKHA & GREEN, 2017). No tipo Luminal A os tumores expressam
positividade para RE ou RP, com indice de KI67 baixo (<14%), o subtipo Luminal B pode se
apresentar como HER2 (-), onde apresenta positividade para um ou ambos marcadores
hormonais, indice de KI67 alto (>14%) e negatividade para HER2; o subtipo Luminal B
HER2+, apresenta positividade para RE, qualquer indice de K167 e RP, e sobreexpressdo de
HER?2; o subtipo HER+, apresenta positividade para HER2 e auséncia de marcagdo hormonal
emE o TNBC, ou triplo-negativo, apresenta negatividade para os marcadores hormonais e HER-

2 (DERAKHSAN & REIS-FILHO, 2022; HASHMI et al., 2018; FRAGOMENI et al., 2018).

6.6 Analises estatisticas

Para realizacdo das andlises estatisticas foi utilizado o software GraphPap Prism 8. Para os
resultados das imuno-histoquimicas entre CLP humano e CLP canino, utilizamos o teste ndo
paramétrico U de Mann-Whitney, nos casos em que houve normalidade dos dados, foi
verificada pelo teste Shapiro-Wilk, foi realizado o teste t. Valores de p abaixo de 0,05 foram

considerados significativos.

7. RESULTADOS

A idade dos animais no momento da ressec¢do cirurgica das mamas foi de 4 a 12 anos (com
média de 9,2; n = 22), seis dos animais ndo possuiam essa informagao na ficha clinica, enquanto
nas mulheres foi de 42 a 77 anos (média 56,7 n = 24), em dois caso ndo foi possivel obter a esta

informacao. Em relacdo ao tamanho tumoral, na espécie na espécie canina, T1 28% (7/25), T2
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32% (8/25) e T3 40% (10/25), um dos animais ndo possuia informacdo sobre tamanho, nas
mulheres T1 —40,9% (9/22), T2 — 45,5% (10/22) e T3 — 13,5% (3/26), sendo que em quatro
dos casos o tamanho tumoral ndo foi relatado. A avaliacdo de metdstase para linfonodo em
cadela foi obtida em 50% (13/26) casos, sendo que 50% (9/13) apresentavam metdstase para
linfonodo regional no momento do diagndstico. Em mulheres, 61,5% (16/26) delas
apresentaram dado sobre linfonodo e 43,8% (7/16) apresentavam metdstase em um ou mais

linfonodos regionais.

Ambas as espécies apresentavam caracteristicas histopatoldgicas de carcinoma pouco
diferenciado, com células de citoplasma abundante e eosinofilico que assumiam diferentes
padrdes, como plasmocitdide e anel de sinete, o ndcleo apresentava acentuado pleomorfismo,
excentricidade e nucléolos evidentes, por vezes no estroma conjuntivo adjacente as células se
apresentavam em fileira tinica no padrdo de <fila indiana= (Figura 1). Na espécie canina, os
CLP apresentaram-se associados com alguns outros tipos tumorais 20%; 7,7%, como carcinoma
micropapilar, e com dreas de carcinoma lobular in situ (2/26) e 3,8% carcinoma em tumor misto,
carcinoma sélido, carcinoma em tumor misto, carcinoma tubular e carcinossarcoma (1/26). Nas

mulheres, 7,7% estavam associados a dreas de carcinoma lobular in situ, € 3,8% com areas de

carcinoma ductal invasor (1/26).
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Figura 1. Fotomicrografias de carcinoma lobular pleomérfico de glandula mamaria humana (A e B) e canina (C e
D), demonstrando o padrao descoeso das células neoplésicas, com citoplasma abundante, dispostas em fila indiana
no estroma; (coloracdo HE, barra de escala, 50 pm).

Quanto ao grau tumoral nas cadelas, em 96,1% (25/26) delas foi possivel realizar a graduacao,
sendo os tumores a frequéncia foi de grau I em 11 64% (16/25) e 36% 9/26 apresentou graduacio
III. Nas mulheres, a graduacgado foi obtida em 96,1% (25/26), onde 16% (4/25) obtiveram grau
I, 76% (19/25) obtiveram grau II, sendo também o mais prevalente, e 8% (2/25) apresentaram

graduacdo III. As caracteristicas clinico-patoldgicas se encontram resumidas na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas clinico patoldgicas.

CLP Canino CLP humano

Média de idade 9,02 56,7

Tamanho tumoral % (n)

<3cm 26,9 (7) -
3to5cm 30,8 (8) -
>5 cm 38,5 (10). -
Nio informado 3,8 (1). -

Tamanho tumoral % (n)

<2cm - 3509)
2to5cm - 38 (11)
>10 cm - 12 (3)
Nao Informado - 15 @)
Raga % (n)

SRD 30,8 (8)
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Labrador 26,6(7)

Grau Histologico% (n)

| 0 154 4)
II 61,5 (16) 73,1 (19)
I 34,6 (9) 7,7(2)

Carcinoma Lobular in situ % (n)

Ausente 92(24) 96 (24)

Presente 8(2) 4

Metdstase em linfonodo % (n)

Ausente 3509 27 (7)
Presente 15 4) 3509
Nao Informado 50 (13) 38 (10)

Para a proteina Her-2, as neoplasias mamadrias caninas se apresentaram negativas em todos os
casos 100% (26/26). Nas mulheres, um caso (7,7% - 2/26) apresentou positividade (3+) e os
demais apresentaram negatividade (92,3% - 24/26). Em relacdo aos marcadores hormonais,
todas as cadelas apresentaram positividade para RP 100% (26/26) em sua maioria entre 50 a
75% de células imunomarcadas, para RE apenas uma das cadelas apresentou positividade 3,8%
(1/26), sendo que 96,1% (25/26) a porcentagem de células marcadas for menor que 1%, sendo
considerado negativo. Em mulheres, apenas uma apresentou negatividade para RP
representando 3,8% (1/26), e para RE todas apresentaram positividade 100% (26/26). O indice
de proliferacdo celular avaliado por KI67 em caninos, variou entre 21,5 a 86,6 % de células
marcadas (média 58,7%), enquanto que nas mulheres de 3,9 a 38,5 % (média 15%), os
resultados estdo resumidos na tabela 4. Quanto ao subtipo molecular nas cadelas, todos foram
classificados como luminal B e, em mulheres, 46,1% (12/26) foram categorizados como

luminal A, 46,1% (12/26) como luminal B (Her-2 -) e 7,7% (2/26) como luminal B (Her-2 +).



Tabela 04 — Subtipos moleculares

Marcadores CLP - caninos CLP - humanos P
RP
+ 100 (26/26) 96,1 (25/26) <0,0001
. 0 3,8 (1/26)
RE
+ 3,8 (1/26) 100 (26/26) <0,0001
- 96,1 (25/26) 0
HER- 2
-(0, 1+, 24) 100 92,3 0,49
+(3+) N
K167
Média+SD (Max —Min) % 58,65 +18,81 (88,8-21,5) 15,73 +8,48(38,00-4,0) <0,0001

28
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Figura 2 - Fotomicrografias de carcinoma lobular pleomérfico de glandula mamadria canina (A, C, E) e humana (B, D, F). Em
A e B nicleos marcados para o marcador de proliferagdo celular KI67; em C e D niicleos de células epiteliais neoplasicas

marcadas para o receptor de progesterona . E e F exibem ntcleos de células epiteliais neoplasicas, receptor de estrogénio.
(Contracoradas com hematoxilina de Harris, barra de escala, 50 pum).



30

Figura 3 -Fotomicrografias de carcinoma lobular pleomérfico de glandula mamaria canina (A e C ) e humana (Be D). Em A e
B observamos negatividade para E-caderina nas células epiteliais neopldsicas, e observamos também a presenga de controle
interno no canto esquerdo das imagens . Em C e B imunomarcagio negativa para HER-2. (Contracoradas com hematoxilina de
Harris, barra de escala, 50 pm).

8 DISCUSSAO

Estudos comparativos comprovam que os carcinomas mamdrios caninos € humanos apresentam
diversas caracteristicas em comum e compartilham comportamentos de malignidade e
agressividade além de caracteristicas morfocelulares (CASSALI et al., 2002; GAMA et al,
2008; ABDELMEGEED & MOHAMMED, 2018).

No presente estudo a caracterizagdo imunufenotipica nos mostra que o carcinoma lobular
pleomérfico em cadelas em relacdo aos marcadores hormonais se apresenta negativo na maioria
dos casos, em relag@o ao receptor de estrogeno. Todos os casos apresentaram positividade para
RP. Nosso estudo contrapdem os relatos em cadelas que observaram positividade para receptor
de estrégeno (CASSALL et al.,2002; SALGADO et al., 2012, D’ASSIS et al.,2016). Em
mulheres com coortes significativas para o tumor evidenciaram, que cerca de 80% dos casos de
CLP humano apresentavam positividade para RE e 60% para RP (MONHOLLEN et al., 2012;
MCCART REED et al., 2021). Ja para RP, nossos estudos corroboram com os achados

relatados em cadelas por outros autores, que observaram positividade para este marcador, e
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quanto a proteina HER-2, nossos estudos observaram negatividade desse marcador,
corroborando também com que ja foi descrito nos relatos de CLP em cadelas (CASSALI, et
al.,2002; SALGADO et al., 2012, D’ASSIS et al.,2016). Os hormonios esterdides sdo
conhecidos como potenciais fatores de risco para o aparecimento de neoplasia nas espécies
canina e humana. Mulheres que apresentam alto indice de positividade para marcadores
hormonais se beneficiam de terapias com drogas como o tamoxifeno, podendo contribuir para
um aumento da sobrevida. J4 em cadelas alguns efeitos colaterais t€ém sido associados ao uso

de terapias antiestrogénicas. (TAVARES et al., 2010).

Em relacdo aos indices de proliferacio celular com Ki-67, existem diversos pontos de corte
relatados na veterindria, e estudos recentes que avaliaram o ponto de corte em 20%, observaram
relacdo significativa com o tempo de sobrevida dos animais (SARLI et al., 2002; ABADIE et
al., 2017). Em outros estudos, j4 foram evidenciados que valores acima de 20% se relacionam
a metdstase em linfonodos regionais e a tumores maiores do que 5 cm (PENA et al., 1998;
FERREIRA et al., 2009). Em mulheres, um indice alto de Ki-67 € associado a um progndstico
desfavordvel, contudo, hd uma boa resposta a terapias quimioterdpicas em decorréncia dessa
alta taxa de proliferacdo das células (TOKUDA et al., 2017). Em cadelas, esse comportamento
também tem sido evidenciado. Apesar do prognodstico desfavorével, cadelas que tiveram indice
maior que 20% e um suporte quimioterdpico, a sobrevida foi ampliada (NUNES et al., 2018;

NUNES, 2019).

Uma das caracteristicas do CLP € a negatividade para E-caderina, confirmado neste estudo em
que dreas invasoras ndo apresentaram positividade. Além disso, em dreas de transicdo de
carcinoma in situ para invasor, foi possivel observar que havia uma imunomarcacdo fraca e
incompleta nas células tumorais, evidenciando a progressdo tumoral a partir do momento que
as células tumorais iniciam a perda da expressdo dessa molécula de adesao (FASOLA et al.,

2018; LIU et al., 2018; PENA-JAIMES et al., 2018).

Fazendo uma correlacao com os estudos feitos por Lebeau (1953) e Wang (2020), a idade média
dos animais encontrados no estudo fazem referéncia a idade média das mulheres, e este dado
corrobora para consolidar a utilizacdo da cadela como um modelo comparativo para humanos.

O tamanho tumoral € bastante debatido na literatura canina e humana e, em caninos, tumores
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maiores que 3 cm sdo considerados de progndstico desfavordvel, sendo considerado um fator
independente (YAMAGAMI et al., 1996).

Metéstase em linfonodos regionais é um importante fator progndstico em cadelas e em
mulheres, podendo diminuir o tempo de sobrevida das pacientes, principalmente quando
associados a outros fatores progndsticos (MITTENDOREF et al., 2012; WU et al., 2014;
ARAUJO et al., 2017;). Nao foram obtidos dados sobre metastase a distdncia em nenhuma das
espécies, impossibilitando o estadiamento clinico. J4 € sabido que o grau histolégico se
correlaciona com agressividade, tempo livre de doenca, e sobrevida de pacientes caninos e
humanos. No presente estudo, os CLP humanos e caninos apresentaram graduacao de moderada
a alta, em conjunto com outros fatores como alto indice de Ki-67 e negatividade para E-

caderina, os quais puderam evidenciar o comportamento agressivo dos CLP em ambas as

espécies.

9 CONCLUSOES

Nosso estudo apresenta novas descobertas para o CLP em caninos, com base no que ja vem
sendo descrito e também foi descritos nos resultados do presente trabalho, como grau
histologico, metdstase para linfonodo. Sendo que os CLP caninos apresentaram grau histologico
IT e III, equiparando ao que observamos em mulheres e os dados descritos na literatura. Em
relacdo a metdstase para linfonodos regionais, os CLP em cadelas apresentam potencial invasor
para linfonodo elevadodo (69%) dentre os casos que essa informacao foi obtida.

Quanto a avaliagdo imuno-histoquimica, os caninos apresentaram indice proliferativo mais alto
(média 58,7%) evidenciando o cardter agressivo dessa neoplasia. Foi observado também
semelhangas entre os relatos ja existentes de CLP na espécie canina, em relagdo a positividade
para RP, e negatividade para HER-2. E todos os casos de mulheres e caninos obtiveram
imunomarca¢do negativa para o marcador E-caderina, corroborando com a literatura em ambas
as espécies. Isso nos mostra o potencial que o que j4 vem sendo descrito na espécie humana é
relevante também para espécie canina e reforca a possibilidade do uso de cadelas como modelo

comparativo do CLP em humanos.

10 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
O CLP humano, € considerado um tipo raro, 1% dos CLI, segundo tipo mais frequente de

neoplasias malignas na espécie humana, e descrito com comportamento agressivo, na cadela
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existem apenas trés descri¢des desse tumor, sendo que seu comportamento nessa espécie e suas
caracteristicas imunofenotipicas e clinico-patolégica desconhecidas.

O presente trabalho pdde caracterizar e comparar as informacdes clinico-patoldgicas e
imunofenotipicas, cumprindo com o0s objetivos propostos. Se faz necessiario mais pesquisas
nesse tipo tumoral nas cadelas a fim de entender o seu comportamento bioldgico agressivo, para
tal o estudo de outros marcadores progndsticos como COX-2 pode trazer perspectivas futuras

no tratamento de cadelas acometidas com CLP.
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