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RESUMO

O carcinoma micropapilar invasivo mamario, apesar de ser uma entidade de rara ocorréncia
em humanos e cadelas, trata-se de uma neoplasia importante devido ao seu comportamento
agressivo o que reflete, na maioria das vezes, em um progndstico desfavoravel. O objetivo
desse estudo foi caracterizar os aspectos clinico-patolégicos e imunofenotipicos, e a
determinacgéo da sobrevida global de carcinomas micropapilares invasivos em caninos. Foram
analisados 22 casos com predominio das neoplasias >3cm (15/19; 78,9%) e de casos com
metastase para linfonodos regionais (16/16; 100%). Duas amostras (2/9; 22,2%) apresentaram
metéstase a distancia. Seis casos revelaram estadio IV (6/6; 100%). Os carcinomas
micropapilares invasivos foram classificados em puros (15/22; 68,2%) ou mistos (7/22;
31,8%), quando associadas, ou ndo, a outros padrdes de crescimento epitelial neoplasico. Os
carcinomas micropapilares invasivos apresentaram, em sua maioria, grau histoldgico
moderado (16 grau I1) e invasdo vascular (86,4%), com sobrevida global média de 120 dias.
Diferencas de sobrevida entre os subtipos puro e misto ndo foram observadas. A positividade
epitelial para EMA e negatividade das formacdes cisticas para CD31, p63 e CKAE1/AE3
permitiram a confirmacdo diagnostica dos carcinomas micropapilares invasivos. Observou-se
positividade epitelial para p63 (4/20; 20%) e CK34BE12 (20/22; 90,9%). Amostras positivas
para receptor de estrogeno (19/20; 95%) e receptor de progesterona (19/20; 95%)
predominaram e auséncia de superexpressdo de HER-2 (19/22; 86,4%) e EGFR (18/22;
81,8%) foi observada. O indice de proliferacdo celular médio foi de 14,8%. Diante desses
achados podemos concluir que os carcinomas micropapilares invasivos caninos possuem
comportamento agressivo com altas taxas de metastase para linfonodos regionais e sobrevida
global curta, assim como observado em humanos, 0 que demonstra a importancia do

reconhecimento dessa lesdo da glandula mamaria em caninos.



ABSTRACT

Invasive micropapillary carcinoma of the mammary gland, despite its rare occurrence in
humans and dogs, is an important neoplasm due to its aggressive behaviour and poor
prognosis. The aim of this study was to characterise the -clinicopathological and
immunophenotypical characteristics and to determine the overall survival of canine invasive
micropapillary carcinoma. Of the 22 cases of invasive micropapillary carcinoma selected for
analysis, the majority had >3cm neoplasms (15/19; 78.9%) and lymph node metastases
(16/16; 100%). Only two cases (2/9; 22.2%) showed distant metastasis. Six cases were
classified as stage IV (6/6; 100%). Invasive micropapillary carcinoma were classified as pure
(15/22; 68.2%) and mixed (7/22; 31.8%) types. A predominance of vascular invasion (86.4%)
and moderate histological grade (16 grade Il) was observed. The average overall survival was
120 days and there were no differences between pure and mixed subtypes. Positive
immunohistochemical staining for the epithelial marker EMA and negative staining of cystic
formations for CD-31, p63 and CKAE1AE3 confirmed the micropapillary nature of the
invasive micropapillary carcinomas. Some cases showed positive epithelial staining for p63
(4/20; 20%) and CK34BE12 (20/22; 90.9%). Most cases were positive for ER (19/20; 95%)
and PR (19/20; 95%) and lacked overexpression of HER-2 (19/22; 86.4%) and EGFR (18/22;
81.8%). The mean proliferation index was 14.8%. These findings demonstrate that similar to
human, canine invasive micropapillary carcinoma have aggressive behaviour with high rates
of metastasis to regional lymph nodes and short overall survival and may be considered

important lesions of the mammary gland in canines.



1 INTRODUCAO

As neoplasias mamérias estdo entre os tumores que mais comumente acometem cadelas
(MOULTON, 1990). De acordo com a literatura 41 a 53% destes tumores sé&o malignos
(BRODY et al. 1983), sendo 90% deles carcinomas (GILBERTSON et al., 1983).

O sistema para classificacdo de neoplasias mamarias caninas da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (MISDORP et al., 1999) classifica os carcinomas com base no padrdo
histolégico em tabulo-papilar, sélido, anaplasico, carcinoma em tumor misto e em menor
nimero variantes especiais de carcinomas invasores (MISDORP et al., 1999). Diversos
subtipos histolégicos que ndo constam neste sistema foram recentemente descritos. Dentre
eles destacam-se os Carcinomas Micropapilares Invasivos (CMI) que apesar do baixo namero
de casos estudados, demonstram comportamento biologico extremamente agressivo com
linfotropismo, altas taxas de metastase para linfonodos regionais e sobrevida global curta
(CASSALI et al. 1999a, 2002a; GAMA et al., 2008).

Em neoplasias mamarias caninas fatores clinicos e patologicos sdo frequentemente utilizados
para a determinacdo prognostica. Tumores maiores que 5 cm, comprometimento de
linfonodos regionais e grau histologico elevado séo caracteristicas associadas com neoplasias
mais agressivas (FERREIRA et al., 2009; KARAYANNOPOULOU et al., 2005).
Adicionalmente, marcadores prognosticos, estudados pela técnica de imuno-histoquimica,
contribuem para a compreensdo do comportamento bioldgico destes tumores e resultados de
negatividade para receptores hormonais, superexpressdo de Receptor de Fator de Crescimento
Epidérmico 2 (HER-2) e de Receptor de Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) e indice de
proliferacdo celular elevado sdo caracteristica tipicas de neoplasias mamarias de progndstico
desfavoravel (BERTAGNOLLI et al., 2011; DUTRA et al., 2004; GERALDES et al., 2000;
PENA et al., 1998).

Diante da escassez de estudos com CMI em cadelas e buscando maior compreensdo do
comportamento biolégico e determinacdo do significado clinico de CMI, no presente estudo
avaliaram-se as caracteristicas clinico-patolégicas e imunofenotipicas e determinou-se a

sobrevida global de CMI da glandula mamaria em caninos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias mamarias caninas: aspectos clinicos e patolégicos

As neoplasias mamarias estdo entre 0s tumores mais comuns que acometem fémeas caninas
(MOULTON, 1990). Sua incidéncia tem se mostrado variavel de acordo com a localiza¢&o
geografica dos estudos. Pesquisas realizadas na California, Suécia e Reino Unido apontaram
incidéncia anual em cées de 198,8/100.000, 111/10.000 e 205/100.000, respectivamente
(DOBSON et al., 2002; DORN et al., 1968; EGENVALL et al., 2005).

Em relacdo a predisposicdo racial alguns autores apontam maior ocorréncia em ragas puras
quando comparadas com ragas mistas (KURZMAN; GILBERTSON, 1986; PRIESTER,;
MANTEL, 1971). As racas mais acometidas variam de acordo com a localizagdo geografica,
poréem os poodles, English Springer Spaniels, Brittany Spaniels, Cocker Spaniels, English
Setters, Pointers, German Shepherds, Maltés, Yorkshire Terriers e Dachshunds demonstram
maior incidéncia em diversos estudos (GOLDSCHMIDT et al., 2001; KURZMAN;
GILBERTSON, 1986; YAMAGAMI et al., 1996).

As neoplasias mamarias caninas geralmente acometem fémeas, sendo a incidéncia em machos
estimada em 0 a 2,7% (BRODY et al.,1983; MERLO., 2008). A média de idade dos animais
acometidos € de 10 a 11 anos com aumento da incidéncia a partir dos seis anos e rara
ocorréncia antes dos quatro anos de idade (WITHROW,; VAIL, 2007). Geralmente cdes com
menos de cinco anos sdo acometidos por neoplasias mamarias benignas (KURZMAN;
GILBERTSON, 1986).

Neoplasias mamarias caninas geralmente sdo multicéntricas (BENJAMIM et al., 1999;
FOWLER et al., 1974) e as glandulas mamarias caudais (abdominal caudal e inguinal) séo
mais acometidas do que as glandulas craniais (toracica cranial, toracica caudal e abdominal
cranial), porém a localizacdo e a multicentricidade parecem ndo interferir no progndstico dos
animais portadores (BRODY et al.,, 1983; FIDLER; BRODEY, 1967; KURZMAN;
GILBERTSON, 1986)
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A determinacdo do progndstico para cdes portadores de neoplasias mamarias é dificil, pois
uma grande variacdo no comportamento bioldgico destes tumores € observada. A defini¢do de
subpopulagdes caninas de padrdes distintos de sobrevida facilita grandemente a determinacéo
do prognostico e decisdes relacionadas a terapias adjuvantes (KUZMAN; GILBERTSON,
1986). O sistema TNM de estadiamento clinico para carcinomas mamarios caninos
estabelecido pela OMS avalia o tamanho tumoral (T1l:<3cm; T2: 3-5cm; T3:>5cm),
envolvimento de linfonodos regionais (NO: sem metéstase; N1: com metastase) e metéstase a
distancia (MO: sem metastase; M1: com metéstase), posteriormente permitindo a
categorizagdo dos animais em cinco estadios (I,I1,111,1V,V) (OWEN, 1980) (ANEXO A).
Estudos em caninos demonstram que este sistema possui valor prognoéstico e animais em
estadio > I possuem sobrevida mais curta do que 0s em estadio | (PHILIPERT et al., 2003;
SORENMO et al., 2003).

O tamanho tumoral, além de estar inserido no sistema TNM, é considerado um fator
prognostico independente para o cancer de mama canino. Yamagami et al. (1996)
descreveram pior prognostico para animais com neoplasias de tamanho elevado (T2 e T3),
assim como Ferreira et al. (2009) que demonstraram associacdo de lesbes maiores de 5 cm
(T3) com malignidade, elevada taxa de proliferacdo e baixa positividade para Receptor de
Progesterona (RP). O aumento de tamanho tumoral também tem sido relacionado com a

diminuicdo da expressdo de Receptor de Estrogeno (RE) a (NIETO et al. 2000).

O status de linfonodos regionais tem um forte impacto na sobrevida de cdes com tumores
mamérios (HELLMEN et al., 1993; SORENMO, 2003). Animais com metéastase para
linfonodos (estadio 1V) possuem uma expectativa de vida mais curta do que 0s sem
comprometimento do linfonodos, assim como cadelas com metéstase a distancia (estadio V),
gue possuem pior prognéstico do que as sem metastase ou apenas com metastase para
linfonodos regionais (KARAYANOPOULOU et al.,, 2005; YAMAGAMI et al., 1996).
Estudo com andlise univariada demonstrou valor prognéstico estatisticamente significativo
para o status de linfonodos regionais, porém esta caracteristica ndo foi considerada um fator

prognostico independente em anélise multivariada (HELLMEN et al., 1993).
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De acordo com a literatura 41 a 53% dos tumores mamarios caninos sdo malignos (BRODY
et al., 1983), sendo 90% deles carcinomas (GILBERTSON et al., 1983). O sistema de
classificacdo proposto pela OMS subdivide os carcinomas mamarios caninos em carcinomas
ndo infiltrativos, complexos (proliferacdo epitelial e mioepitelial), simples (proliferacéo
epitelial) e carcinomas em tumores mistos (proliferacdo epitelial, mioepitelial e
mesenquimal). Levando em consideracdo o padrdo morfolégico descritivo, 0s carcinomas
simples podem ser classificados em tubulo-papilar, sélido e anaplasico. Além disso, variantes
especiais de carcinomas invasores como o carcinoma fusiforme, de células escamosas, rico
em lipides e o carcinoma mucinoso, apesar de raros, também sdo reconhecidos (MISDORP et
al., 1999). Em relac&o a frequéncia dos carcinomas, resultados divergentes sdo observados na
literatura. Dois estudos epidemioldgicos avaliando 1040 e 1649 casos de neoplasias mamarias
caninas apontaram os carcinomas em tumor misto (25,35%) e carcinomas simples (29,1%)
como subtipos mais prevalentes, respectivamente (CASSALLI et al., 2009; OLIVEIRA FILHO
et al., 2010).

Outros subtipos de carcinomas ndo reconhecidos pelo sistema de classificacdo da OMS foram
recentemente relatados, dentre eles os CMI, carcinomas secretores e carcinomas lobulares
pleomérficos (CASSALI et al., 1999a; CASSALI et al., 1999b; CASSALI et al., 2002a;
CASSALLI et al., 2002b). Baseado nestes relatos estes subtipos histologicos foram incluidos
em um novo sistema de classificacdo para neoplasias mamarias caninas proposto por Cassali
et al. (2011).

Assim como a classificacdo histologica, a diferenciacdo celular parece ter uma relacdo direta
com o progndstico de cdes portadores de carcinomas mamarios (MISDORP et al., 2001). Um
sistema de graduacdo histologica que determina o grau de diferenciacdo celular de carcinomas
mamarios tem sido utilizado e baseia-se em caracteristicas como formacdo tubular,
pleomorfismo nuclear e indice mitdtico com posterior alocacdo da neoplasia em trés
diferentes graus: I, Il e 111 (ELSTON; ELLIS, 1991) (ANEXO B). Em humanos, estudos com
grande numero de pacientes e longo periodo de acompanhamento de sobrevida tem
comprovado uma forte relacdo deste sistema de graduacdo com o prognéstico (ELSTON;
ELLIS, 1991). Em cées ele tem sido empregado e carcinomas mamarios de alto grau (pouco

diferenciados) demonstraram sobrevida mais curta do que carcinomas de grau intermediario
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(moderadamente diferenciados) e baixo (bem diferenciados). Um risco de morte 21x maior
tem sido apontado para carcinomas indiferenciados (Grau Ill) quando comparados a
carcinomas bem diferenciados (Grau | e Il) (KARAYANOPOULOQOU et al., 2005). As
neoplasias indiferenciadas (grau Il1l) também parecem estar associadas com caracteristicas
relacionadas com invasividade como perda de expressao de E-caderinas (REIS et al., 2003).

Assim como o sistema TNM e a graduacdo histoldgica, alguns marcadores progndsticos,
estudados pela técnica de imuno-histoquimica, podem predizer o comportamento biolégico e
a evolucdo clinica de pacientes portadores do cancer de mama (ESTEVA; HORTOBAGY],
2004).

Os RE e RP sédo fatores de crescimento intermediarios normalmente presentes na glandula
mamaria diretamente relacionados com o grau de diferenciacdo histoldgica no cancer de
mama humano (MCCARTY et al., 1980; MILLIS et al., 1980). Em cées a avaliacdo do status
de receptores esteroides (REa e RP) por imuno-histoquimica € recente e tem demonstrado
valor prognostico em andlise univariada. A presenca de um ou ambos receptores € mais
freqliente em neoplasias mamarias benignas quando comparadas com as malignas (LAS
MULAS et al., 2005). Em analise multivariada o REa foi apontado como um fator
prognostico independente. A auséncia da expressdo do receptor esta associada a malignidade

e metéastase para linfonodos regionais (NIETO et al., 2000).

O HER-2 e 0 EGFR sédo membros da familia de receptores de fator de crescimento epidermal
humano (HER), cuja superexpressdo tem sido relacionada com prognostico desfavoravel em
neoplasias mamarias humanas (SLAMON et al., 1987; TSUTSUI et al., 2002). Em tumores
mamarios caninos a superexpressdo de HER-2 e EGFR, identificada por imuno-histoquimica,
foi recentemente descrita e correlacionada com malignidade (BERTAGNOLLI et al., 2011;
DUTRA et al., 2004; GAMA et al., 2009; LAS MULAS et al., 2003). Las Mulas et al. (2003)
relacionaram a superexpressdo de HER-2 com indicadores de prognéstico desfavoravel como
elevado tamanho tumoral, alto grau histolégico, crescimento invasivo e auséncia de expressao

de receptores hormonais.

21



O indice de proliferagdo celular determinado por marcadores relacionados ao ciclo celular
como Ki-67 e o Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) tem demonstrado valor
progndstico em carcinomas mamarios humanos (BARNARD et al., 1987; SHRESTHA et al.,
1992). O anticorpo MIB-1 reage com o antigeno nuclear Ki-67 expresso durante as fases do
ciclo celular G1, S, G2 e durante a mitose (GERDES et al., 1984; GERDES et al. 1992). Em
caninos este anticorpo tem sido frequentemente utilizado na determinagdo do indice de
proliferacdo celular de tumores mamarios (DUTRA et al., 2008; PENA et al., 1998) sendo
este considerado um fator prognéstico independente (PENA et al., 1998) e um forte indicador
de metéstases e malignidade (NIETO et al., 2000; PENA et al., 1998).

Aliado a avaliacdo de marcadores prognosticos, a determinacdo diagnostica a partir de
anticorpos especificos para moléculas determinantes de histogénese e de invasdo estromal e
vascular s@o de extrema importancia na determinacdo do diagnéstico e do prognostico em
neoplasias mamarias caninas. As citoqueratinas (CK), proteinas de filamentos intermediarios,
compreendem uma familia de 20 diferentes polipeptideos caracteristicamente encontrados em
neoplasias de origem epitelial (MOLL et al., 1982). A pancitoqueratina (CKAEL1AE3) é um
coquetel de CK comumente utilizado para a determinacdo da histogénese epitelial de
neoplasias e identificacdo de micrometastases (GAMBA et al., 2011a; YEH; MIES, 2008).
Algumas CK de alto peso molecular, como a CK 34BE12, sdo Uteis para o diagnéstico de
neoplasias mamarias de origem ductal e evidenciacdo de areas de metaplasia escamosa
(GOWN; VOGEL, 1984; YAMAGUCHI et al., 2010). A identificacdo de células
mioepiteliais pela proteina p63 e endoteliais por CD-31 sdo Uteis para a identificacdo de areas
de invasdo estromal e vascular, respectivamente (BERTAGNOLLI et al., 2009; GAMBA et
al., 2011b).

2.2 Carcinomas micropapilares invasivos nas espécies humana e canina: aspectos

comparativos

Os CMI mamario em humanos € uma variante do carcinoma ductal de rara ocorréncia
primeiramente descrita por Siriaunkgul e Tavassoli (1993) e reconhecida pela OMS como
subtipo histolégico independente em 2003 (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). Em humanos

esta neoplasia é considerada um fenotipo linfotropico e metastatizante do cancer de mama,
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pois geralmente esta associada com metastase para linfonodos regionais, metastase a distancia
e invasdo linfatica (LUNA MORE et al., 2000; MIDDLETON et al., 1999; NASSAR et al.,
2001; PATERAKOS et al., 1999; SIRIAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993; TRESSERRA et
al., 1999; ZEKIOGLU et al., 2004).

Macroscopicamente os CMI humanos revelam tamanhos variaveis com médias que oscilam
entre 1,5-4,2cm (KURODA et al., 2004; LUNA MORE et al., 2000; MARINHO et al., 2007;
PETTINATO et al., 2004; SIRIAUNKGUL; TAVASSOLLI, 1993 ZEKIOGLU et al., 2004) e
mesmo quando menores que lcm possuem carater agressivo e metastatizante (WALSH,;
BLEIDWEISS, 2001). Em analise histopatoldgica caracterizam-se por pequenas estruturas
papilares, com auséncia de tecido fibrovascular central, presentes no interior de formagdes
cisticas que, apesar de semelhantes a canais vasculares, apresentam negatividade para
marcadores de células endoteliais como o fator VIII e CD-31 (DE LA CRUZ et al., 2004;
PETTINATO et al., 2004; SIRIAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993). Essas formacdes ainda
demonstram auséncia de membrana basal confirmando seu carater invasivo
(SIRTAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993). A maior parte dos CMI humanos sdo de subtipo
misto (associado com outros carcinomas) e frequentemente apresentam alto grau histologico e
associacdo com carcinomas ductais in situ (LUNA MORE et al., 1994; LUNA MORE et al.,
1996; MARINHO et al.,, 2007; NASSAR et al., 2001; PATERAKOS et al.,, 1999;
TRESSERRA et al., 1999).

Além da abordagem histopatoldgica, a analise imuno-histoquimica tem contribuido no
diagnostico definitivo de CMI humano. A imunomarcagdo para o Antigeno de Membrana
Epitelial (EMA) na superficie voltada para o estroma tumoral de grupamentos de células
epiteliais € considerada uma caracteristica chave na identificacdo da neoplasia. Acredita-se
que este fenbmeno se deva a um processo de reversdo de polaridade das células epiteliais que
adquirem propriedades secretorias apicais que culminam com expressdo aberrante de EMA
(NASSAR et al., 2004a; NASSAR, 2004b).

Visando a elucidacdo do comportamento bioldgico agressivo dos CMI em humanos a
expressao de marcadores prognésticos consolidados tem sido investigada e superexpressao de
HER-2, altas taxas de positividade para receptores hormonais (RE e RP) e indice de
proliferacdo celular elevado tem sido demonstrados (LUNA MORE et al., 1996; MARCHIO
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et al., 2008; MIDDLETON et al., 1999; PATERAKOS et al., 1999; TRESSERRA et al.,
1999; YAMAGUCHI et al., 2010; WALSH; BLEIDWEISS, 2001). A TAB. 1 demonstra 0s
principais achados clinico-patoldgicos e imuno-histoquimicos de CMI humanos observados

na literatura.

TABELA 1 - Dados clinico-patoldgicos descritos na literatura para CMI na espécie humana

Autor N TM (cm) GHIIl IL MLR RE RP HER-2
Siriaunkgul (1993) 9 15 33% 33% 33% NA NA NA
Tresserra (1999) 15 2,3 60% NA 60%  92% 92% NA
Middleton (1999) 14 3-6,2 36% 71% NA 25% 13%  100%
Paterakos (1999) 21 3,6 66% NA %% 61% 50% 78%
Luna Moré (2000) 68 4,2 42% 5% 91% 73% 45% @ 36%
Walsh (2001) 80 2 67% 62% 72% 91% 70%  59%
Nassar (2001) 83 4 58% 15% 77% 71% NA NA
Zekioglu (2004) 93 2,7 82% 75% 69% 68% 61% 54%
De Lacruz (2004) 16 3.1 69% NA 2% 50% 31% 50%
Pettinato (2004) 62 2,8 87% 63% 93% 32% 20% 95%
Kuroda (2004) 27 4 62,9% 88,9% 66,6% NA NA NA
Chen (2008) 100 3,38 32% 69% 84,8% 46% 27% NA
Yamaguchi (2010) 15 2,3 NA 67% 47% 73% NA NA
Marinho (2007) 34 24 61,8% 73,5% 73,5% 88,2% 82,4% 2,9%

TM = Tamanho tumoral médio; GH = Grau Histoldgico; IL = Invasdo Linfatica; MLR = Metastase para
Linfonodos Regionais; RP = Receptor de Progesterona; RE = Recptor de Estrogeno; NA = Néo Avaliado pelo

artigo.

FONTE: Adaptado de Nassar et al.(2004)
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Os CMI sdo um subtipo histologico ainda pouco descrito em cdes. O primeiro relato foi
publicado por Cassali et al. (1999a) que descreveram achados citologicos e histopatologicos
em apenas um cdo. Posteriormente, dois casos foram descritos relatando achados anatomo-
patoldgicos e imuno-histoquimicos com evidenciacdo de positividade para EMA e HER-2,
além de indices de proliferacdo celular elevados. Na avaliacdo da expressdo de RP apenas um
caso demonstrou positividade (CASSALI et al., 2002a). Gama et al. (2008) relataram nove
casos de CMI mistos caninos observando sobrevida global curta, altas taxas de metastase para
linfonodos regionais e de invasdo linfatica e alto grau histologico. Diante destes achados dois
novos sistemas para a classificacdo de neoplasias mamarias caninas foram propostos e
incluiram os CMI como subtipo histolégico independente (CASSALI et al., 2011;
GOLDSCHIMIDT et al, 2011). Porém, para maior compreensao do valor progndstico e do
comportamento biologico da neoplasia, estudos contendo maior nimero de amostras com
avaliacdo das caracteristicas clinico-patologicas e da evolugédo clinica de cadelas portadoras

de CMI deveriam ser conduzidos.

3 JUSTIFICATIVA

Diante da escassez de estudos em caninos e do prognéstico desfavoravel apresentado pelos
CMI em humanos, h& a necessidade do reconhecimento e da comprovagdo do progndéstico
desfavoravel dos CMI em cadelas. Para isso € necessaria a investigacdo das caracteristicas
clinico-patoldgicas e imunofenotipicas, além de determinacao de sobrevida global de CMI da

glandula mamaria em caes.

4 HIPOTESE

Diante do observado nos relatos dos CMI humanos e caninos, os CMI em cadelas podem
apresentar indices elevados de: proliferacdo celular, expressdo de receptores hormonais,
expressao de receptores de fatores de crescimento, invasdo linfatica e graduacao histolégica.
Estes achados permitem inferir que, o animal portador do tumor apresenta curto periodo de

sobrevida global quando comparado ao portador de outros subtipos de carcinomas invasivos.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Descrever as caracteristicas clinico-patoldgicas, imunofenotipicas e determinar a sobrevida

global em CMI da glandula mamaria canina.

5.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os aspectos histopatoldgicos dos CMI em cadelas, classificando-os em puros
ou mistos, descrevendo as caracteristicas de relevancia para o diagnostico e prognostico,

e Auvaliar o estadiamento clinico (TNM) e a graduacdo histolégica dos CMI mamarios em
cadelas,

e Determinar a sobrevida global de cadelas portadoras de CMI da glandula mamaria canina.

e Caracterizar os aspectos imunofenotipicos (MIB/Ki67, HER-2/neu, EGFR, RE, RP, CK
AE1/AE3, CK34BE12, p63, CD31) dos CMI em cadelas,

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG),
sob protocolo de n° 211/2009 (Anexo A).

6.2 Espécimes mamarios
Foram selecionados 22 casos de CMI caninos oriundos do material de arquivo da Escola de

Veterinaria e Laboratorio de Patologia Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais e

do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal da Bahia.
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6.3 Estadiamento clinico

Para o estadiamento clinico foram avaliados o tamanho do tumor (T1 de 0-3 cm; T2: 3-5cm;
T3: >5cm ), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (NO: livre; N1: metastatico) e
presenca de metastases a distancia (M0: sem metastase; M1: com metastase). Posteriormente
as amostras foram alocadas em cinco categorias: | (T:NOMO), Il (T:NOMO), 111 (TsNOMO), IV
(T123N1MO) e V (T123No:M1) (OWEN, 1980).

6.4 Andlise histopatolégica

Amostras foram fixadas em formol tamponado 10%, processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Todos os casos foram
revisados e reclassificados por dois patologistas veterinarios (COG, GDC). Os CMI foram
classificados de acordo com os critérios histologicos humanos estabelecidos pela OMS
(TAVASSOLI; DEVILEE, 2003) e as lesbes mamarias associadas foram classificadas de
acordo com os critérios histologicos veterinarios de Misdorp et al. (1999). Os CMI foram
classificados como puros (padrdo micropapilar infiltrativo em mais de 75% do tumor) ou
mistos (padrdo micropapilar infiltrativo em menos de 75% do tumor associado a outro subtipo
de carcinoma invasor mamario) (MIDDLETON et al., 1999; ZEKIOGLU et al., 2004). As
presencas de areas carcinomatosas in situ do tipo micropapilar, de émbolos vasculares e de
metéstases para linfonodos regionais foram avaliadas. As areas micropapilares in situ foram
classificadas em baixo, intermediario e alto grau nuclear de acordo com 0 consenso para a

classificacdo de carcinomas ductais in situ humanos (1997).

6.5 Graduacéo histolégica

Os tumores foram graduados pelo sistema de Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991, 1998).
Este sistema considera formacéo tubular (>75%: 1 ponto; entre 10% e 75%: 2 pontos; <10%:
3 pontos); Pleomorfismo nuclear ( nacleos pequenos, regulares e cromatina nuclear uniforme:
1 ponto; aumentos moderados no tamanho e variabilidade nucleares: 2 pontos; células
exibindo acentuado pleomorfismo, grande variacdo no tamanho e forma dos ndcleos, nicleos

bizarros, vesiculosos e com mdultiplos nucléolos: 3 pontos) e contagem mitética (de 0 — 8
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mitoses : 1 ponto; 9 — 16 mitoses : 2 pontos e acima de 17 mitoses : 3 pontos.). Para
avaliacdo do indice mitético foi utilizado o microscépio BX-41 com ocular de 10x e objetiva
de 40x e as mitoses foram contadas em 10 Campos de Grande Aumento (CGA) (ELSTON;
ELLIS, 1991, 1998). Para a obtencdo do grau histolégico combinado do tumor, o escore para
cada fator foi somado, resultando em um valor total que variou de 3 a 9. O grau tumoral foi
alocado baseado nos valores a seguir: 3 —5 pontos: grau | — baixo grau; 6 — 7 pontos: grau Il
— grau intermediéario; 8 —9 pontos: grau 1l — alto grau.

6.6 Analise de sobrevida global

A sobrevida global foi definida (em dias) como sendo o periodo entre a data da exérese
cirurgica do tumor até a data de ébito do animal que morreu pela doenca (end points). A causa
de morte foi confirmada apos o dbito do animal. As cadelas que vieram a Obito por razbes
desconhecidas ou causas ndo relacionadas ao tumor, ou que deixaram de ser acompanhadas
foram consideradas censuradas. As curvas de sobrevida foram derivadas da estimativa de
Kaplan-Meier. Comparacdo de sobrevida entre os subtipos puros e mistos foi realizada pelo

teste log-rank e os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

6.7 Analise imunofenotipica

SeccOes histoldgicas de 4 um foram obtidas para a realizagdo da técnica de imuno-
histoquimica com utilizacdo do método biotina-peroxidase e identificacdo a partir de
anticorpo secundario polimerizado (ADVANCE HRP — ready to use — DakoCytomation).
Para realizacdo de bloqueio da peroxidase enddgena as laminas foram incubadas em solucéo
de H,0, 3% em alcool metilico. Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, e 0 tempo
de incubacdo com o cromogeno Diaminobenzidina (DAB) (DAB substrate system,
Dakocytomation) variou de 5 a 10 minutos. Os anticorpos, fontes e dilui¢bes, assim como,
métodos de recuperacdo antigénica, pHs e tempo de incubacao dos anticorpos estdo descritos
na TAB. 2. Controles positivos e negativos foram utilizados. Nas amostras controle negativo

omitiu-se o anticorpo primario substituindo-o por soro normal.

28



Tabela 2 - Reagentes e métodos imuno-histoquimicos utilizados

Antigeno Clone Fabricante Dilution  Método de RA (T°) Tempo de incubagdo

(h)
. Calor pressurizado
RE 1D5 Dako 1:20 (125 °C) 1
RP HPRA2  Neomarkers  1:20 Calor pressurizado 1
: (125 °C)
EMA E29 Dako 1:25 Banho maria (98 °C) 16
. . ] Calor pressurizado
Ki-67 Mib-1 Dako 1:25 (125 °C) (125°C) 1
P63 4ad Neomarkers 1:100 Banho maria (98 °C) 16
Citoqueratina AE1AE3 Dako 1:100 Banho maria (98 °C) 1
CD-31 JC70A Dako 1:20 Banho maria (98 °C) 16
Citoqueratina 34BE12 Dako 1:50 Banho maria (98 °C) 1
EGFR 31G7 Zymed 1:100 Banho maria (98 °C) 16
CerbB2 Polyclonal  Dako 1:200 Banho maria (98 °C) 16

RA = Recuperacdo Antigénica; RE = Receptor de Estrogeno; RP = Receptor de Progesterona; EMA = Antigeno
de Membrana Epitelial; EGFR = Receptor de Fator de Crescimento Epidermal

A imunomarcacdo para EGFR e HER-2 foi avaliada pelos métodos semiquantitativos
propostos pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica/Colégio Americano de Patologia
(ASCO/CAP) (WOLFF et al. 2007). As amostras foram classificadas em quatro categorias:
negativa com o escore 0 ou 1+, indeterminada com escore de 2+ e positiva com escore 3+. O
escore 0 é caracterizado por auséncia de marcacdo da membrana citoplasmatica ; 1+ quando a
marcacdo da membrana é fraca e incompleta em qualquer proporcao das células tumorais; 2+
quando ha marcacdo completa, desuniforme com intensidade fraca em mais de 10% das
células tumorais ou marcacdo de membrana completa e intensa em 30% ou menos das células
tumorais; 3+ com marcacdo de membrana completa, uniforme e intensa em mais de 30% das
células tumorais. Apenas as amostras que apresentaram 3+ foram consideradas positivas. Para
avaliacdo de RE e RP amostras contendo >1% de células tumorais marcadas foram
consideradas positivas (HAMMOND et al., 2010). O indice de proliferacdo celular foi
calculado pela contagem de nucleos positivos para Ki-67 em um total de 1000 células
neoplasicas (DUTRA et al., 2008). Na avaliacdo da marcagdo para CK34BE12 foram

consideradas positivas as amostras com intensidade de marcacdo forte e moderada em mais de
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10% das células (YAMAGUCHI et al., 2010). Para os outros marcadores (CKAE1AE3, CD-

31 e p63) presenca ou auséncia de marcacdo foi considerada para avaliacéo.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estes tdpicos serdo apresentados na forma de artigo cientifico.
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Abstract

Invasive micropapillary carcinoma (IMPCa) of the mammary gland, despite its rare
occurrence in humans and dogs, is an important neoplasm due to its aggressive behaviour.
The aim of this study was to evaluate the clinicopathological and immunophenotypical
characteristics of IMPCa and to determine the overall survival of canines with IMPCa. Of the
22 cases of IMPCa selected for analysis, the majority had > 3 cm neoplasms (15/19, 78.95%)
and lymph node metastases (16/16, 100%). Only two cases (2/9, 22.2%) had distant
metastases. Histopathology revealed nests of epithelial neoplastic cells localised within empty
spaces that lacked a fibrovascular core. IMPCas were classified as either pure (15/22, 68.18%)
or mixed (7/22, 31.82%) types. A predominance of moderate histological grade (16 grade I1)
IMPCa was observed. The average overall survival was 120 days. Positive
immunohistochemical staining for Epithelial Membrane Antigen (EMA) and negative
staining for CD-31, p63 and cytokeratin (CK) AELAES in cystic formations confirmed the
micropapillary nature of the IMPCa. Some cases showed positive epithelial staining for p63
(4/20, 20%) and CK34BE12 (20/22, 90.9%). Most cases were positive for Oestrogen Receptor
(ER) (19/20, 95%) and Progesterone Receptor (PR) (19/20, 95%) but lacked HER-2 (16/22,
72.72%) and Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (15/22, 68.18%) overexpression.
The mean proliferation index was 14.8%. These findings demonstrate that, similar to human
IMPCas, canine IMPCas have aggressive behaviour with high rates of metastasis to regional
lymph nodes and short overall survival. Therefore, IMPCas may be considered important

lesions of the mammary gland in canines.

Key words: Invasive micropapillary carcinoma; Mammary gland; Dog;

Immunohistochemistry
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Introduction

Invasive micropapillary carcinoma (IMPCa) of the breast is a recently recognised, unusual
type of invasive ductal carcinoma with a unique morphology. This carcinoma variant
characteristically shows tumour cells arranged in small clusters that contain a central lumen
and visible evidence of micropapillae lacking a fibrovascular core located within clear spaces
that appear to be empty. This tumour has a high potential for malignancy and a high incidence
of vascular invasion and lymph node metastases (Luna-moré et al., 1994). The definitive
diagnosis of IMPCa is confirmed using immunohistochemical markers such as Epithelial
Membrane Antigen (EMA), CD-31 and Cytokeratin (CK) AELAE3 (Nassar et al., 2004;

Pettinato et al., 2004).

Until now, only 2 case reports and a letter to the editor have described this morphological
pattern in canine mammary gland tumours and demonstrated similarities to human IMPCas,
such as high incidence of lymph node metastasis, high histological grade and low overall
survival rates (Cassali et al., 1999; Cassali et al., 2002; Gama et al., 2008). Based on these
findings, IMPCa has been included as an independent subtype to new histological
classification systems proposed for canine mammary tumours (Cassali et al., 2011;

Goldschmidt et al., 2011).

In canine mammary tumours, several clinical and pathological factors have been utilised to
determine prognosis. Poor prognosis has been associated with tumours of more than 5 cm,
lymph node metastasis and high histological grade (Karayannopoulou et al., 2005; Ferreira et
al., 2009). Hormone receptor negativity, overexpression of HER-2 and Epidermal Growth

Factor Receptor (EGFR) and a high proliferation index is also frequently associated with
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aggressive mammary neoplasms (Pefia et al., 1998; Geraldes et al., 2000; Dutra et al., 2004;
Bertagnolli et al., 2011).

Because of the limited number of studies evaluating the immunophenotypical features and
prognosis of canine IMPCa, our objective was to describe the clinicopathological and
immunophenotypical characteristics of IMPCa and to determine the overall survival rate of

canine IMPCa.

Materials and methods

Dogs with histopathological diagnosis of mammary gland IMPCa were included in this study.
Twenty-two cases of IMPCa were selected from the Veterinary School of the Federal
University of Minas Gerais, the Federal University of Bahia and the Laboratory of Compared
Pathology in the Institute of Biological Sciences at the Federal University of Minas Gerais,
Brazil. The cases were staged according to the TNM clinical staging system for canine
mammary tumours. This system evaluates the tumour size (T1: 0-3 cm; To: 3-5cm; Ts: >5
cm), the neoplastic involvement of regional lymph nodes (No: no metastasis; N1: metastasis)
and the presence of distant metastasis (Mo: no metastasis; M;: metastasis). Afterwards cases
are divided into five stages: | (T:NoMo), 1l (T2NoMo), 11 (T3NoMo), IV (T123N:M0) and V
(T12.3No.1M1) (Owen, 1980). Tumour specimens were collected, fixed in 10% neutral
buffered formalin solution and embedded in paraffin. Afterwards, 4 um histological sections
were obtained from these fragments and stained with Hematoxylin and Eosin. All cases were
reviewed and reclassified independently by two veterinary pathologists (COG, GDC). The
IMPCa was classified according to the WHO human histological classification criteria
(Tavassoli and Deville, 2003) and the associated mammary lesions were classified according

to veterinary classification criteria (Misdorp et al., 1999). We defined pure IMPCa as all
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carcinomas with a greater than 75% infiltrating micropapillary pattern and mixed IMPCa as
all carcinomas with a less than 75% infiltrating micropapillary pattern associated with other
infiltrating carcinomas (Middleton et al., 1999; Zekioglu et al., 2004). In situ micropapillary
carcinoma areas, vascular emboli and metastasis to regional lymph nodes were evaluated. The
in situ micropapillary areas were classified as low, intermediate and high nuclear grade
according to the consensus conference on the classification of ductal carcinomas in situ (The
consensus conference committee, 1997). IMPCas were graded according to the Nottingham

grading system (Elston and Ellis, 1991, 1998).

Overall survival time was defined (in days) as the period between surgery and death resulting
from the cancer. The follow-up period was 330 days. Dogs that died from other causes were
censored at the time of death. The survival rate was calculated using the Kaplan-Meier
method; statistical significance was examined using a log-rank test and P<0.05 was

considered statistically significant.

Consecutive 5-um sections were obtained and mounted on silanated slides for
immunohistochemical analysis. A biotin-peroxidase system was used for
immunohistochemical procedures and secondary antibodies were identified using Advance
HRP. Endogenous peroxidase activity was blocked with a solution of 3% H,0O, in methyl
alcohol. Reagents were applied manually and immunoreactivity was visualised by incubating
the slides for 10 min with diaminobenzidine (DAB Substrate System; Laboratory Vision).
The antibodies, sources, dilutions, antigen retrieval, pH and incubation times are described in
Table 1. Sections from a known HER-2, EGFR, Oestrogen Receptor (ER), Progesterone

Receptor (PR), EMA, CK AE1AE3, CK34BE12, MIB-1 and p63 positive canine mammary
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carcinoma were used as positive controls. For CD-31, normal vessels within the tumour were
used as an internal positive control. Negative controls were assessed using normal serum

(Ultra V Block, Laboratory Vision) as the primary antibody.

HER-2 and EGFR expression were determined by epithelial cell membrane staining and
scored according to the guidelines established by the American Society of Clinical Oncology,
College of American Pathologists (ASCO/CAP) (Wolff et al., 2007). Staining for ER and PR
was evaluated, and cases were scored positive if nuclear staining was present in 1% or more
of the tumour cells (Hammond et al., 2010). The proliferative index was calculated by
counting the number of nuclei positive for Ki-67 (anti-MIB-1) staining in a total of 1000
neoplastic cells from each lesion (Dutra et al., 2008). Strong immunoreactivity of CK34BE12,
regardless of the extent, and moderate-to-weak expression in more than 10% of the total
tumour area was defined as positive staining (Yamaguchi et al., 2010). The presence or

absence of other markers (CKAE1AE3, CD-31 and p63) was also considered.

All procedures were performed under the appropriate guidelines and with the approval of the

Ethics Committee for Animal Experimentation (CETEA/UFMG), protocol 211/2009.

Results

The ages of the animals at the time of surgery ranged from 7 to 13 years (mean 10.95 years +
1.80). Multi-centric localisation was predominantly observed (12/20; 60%) in relation to
inguinal (6/20; 30%), cranial thoracic (1/20; 5%) and caudal abdominal (1/20; 5%). In two
remaining cases, the localisation was not confirmed. Tumour size was evaluated in 19 cases

and classified as T1 (4/19; 21%), T2 (5/19; 26.3%) or T3 (10/19; 52.6%). The status of the

37



regional lymph node was evaluated in 16 cases, and 100% showed metastasis. Only two cases
were positive for distant metastases out of the nine cases evaluated (22.2%). Metastasis to the
iliac lymph node and lung were observed in mixed and pure IMPCa, respectively. The clinical

staging was possible in only 6 cases, and 100% were classified as stage IV.

All of the cases of IMPCa showed the presence of numerous irregular stromal cystic
formations with filled-out nests of epithelial cells in a morular pattern (Fig. 1a). In a few
tumours, a lumen was present in the cluster of cells. Neoplastic epithelial cells were
characterised as polygonal cells with eosinophilic cytoplasms and variable cellular
pleomorphisms (Fig. 1b). The tumours showed pure (15/22, 68.2%) and mixed micropapillary
patterns (7/22, 31.8%) (papillary carcinoma, 4/7, 57.1%; carcinomas arising from benign
mixed tumours, 2/7, 28.6%; carcinosarcoma, 1/7, 14.3%). Most of the cases were moderate
grade (grade 11, 16/22; 72.7%) as opposed to high grade (grade 111, 3/22; 13.6%) and low
grade (grade 1, 3/22; 13.6%). In situ micropapillary carcinoma was associated with infiltrating
carcinomas in 14 cases (63.6%) (Fig. 1c) and showed intermediate (8/14; 57.1%) and high
(6/14; 42.9%) nuclear grade. All 16 lymph nodes evaluated contained metastatic foci in the
micropapillary pattern (13/16; 81.2%) (Fig. 1d) or mixed pattern (micropapillary and another
patterns) (3/16; 18.8%). Neoplastic emboli in the micropapillary pattern were also observed
(19/22; 86.4%). The clinicopathological features of pure and mixed IMPCa are summarised in

Table 2.

In this study, survival data were available for 17 cases, and 14 dogs (82.3%) died in
consequence of the mammary tumour (2 of the 14 dogs were euthanized due to the disease).

Eleven of these fourteen dogs presented only regional metastasis, one presented regional and
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distant metastasis and two had unconfirmed information regarding regional and distant
metastasis. Only one canine (5.9%) died from other causes (hemorrhagic diathesis) 8 days
after surgery, and two canines (11.8%) survived 30 days after surgery. The median overall
survival was 120 days. Although only a low number of cases were evaluated, the median
overall survival for the pure type (120 days) was shorter than for the mixed type (180 days) (P

= 0.62).

The immunohistochemical results for HER-2, EGFR, ER, PR, CKAE1AE3, CK34BE12, p63
and EMA staining are shown in Table 3. All of the cases evaluated showed intense
cytoplasmic staining for cytokeratin AE1/AE3 and staining on the stromal-facing surface of
the cell clusters (basal), which accentuated the outlines of the micropapillary units by forming
a distinct band on this surface external membrane staining for EMA (Fig. 2a). Positive
staining for CD-31 was observed in the cytoplasm of endothelial cells of the normal vascular
spaces in the peri-tumour region and was not observed in cystic formations (Fig. 2b). A

majority of the samples were positive for CK34BE 12 (20/22; 90.9%) (Fig. 2¢).

HER-2 (16/22; 72.7%) and EGFR (15/22; 68.2%) were not overexpressed. Immunostaining
for p63, Mib-1, ER and PR was performed in only 20 cases. Negative staining for p63 on the
walls of cystic formations differed from the staining observed in normal mammary glands,
indicating the invasive areas of this tumour (Fig. 2d). Positive nuclear p63 protein staining in
epithelial cell nests localised within cystic spaces was observed in four cases (20%). There
was a predominance of positive staining for the ER (19/20; 95%) (Fig. 3a) and the PR (19/20;
95%) (Fig. 3b). The proliferation index determined from the amount of nuclear staining for

Mib-1 ranged from 1.7% to 65.9% (mean 14.8 + 14.1%).
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Discussion

IMPCas are extremely aggressive neoplastic entities in humans (Luna More et al., 1994). In
canines, IMPCas seem to behave similarly to humans, as demonstrated in the few cases of
IMPCas previously reported as well as in this study (Cassali et al., 1999; Cassali et al., 2002;
Gama et al., 2008). Despite widely varying tumour sizes in humans and dogs (Siriaunkgul &
Tavassoli, 1993; Kuroda, 2004; Pettinato et al., 2004; Zekioglu et al., 2004; Gama et al.,
2008), lymph node metastases are frequently observed in both species (Walsh & Bleiweiss,
2001; Gama et al., 2008). In this study, we observed lymph node metastases in all of the cases

evaluated, including T1 cases.

Upon histopathological analysis, we found a predominance of moderate histological grade
IMPCa in canines compared to a predominance of high grade IMPCa previously described in
human IMPCa (Walsh & Bleiweiss, 2001; Marinho, 2007). In this study, in situ
micropapillary areas were associated with an IMPCa invasive component. In human IMPCa,
the intraductal component that accompanies these tumours often has a micropapillary pattern
and typically has intermediate to high-grade nuclei. By contrast, more common low-grade
nuclear intraductal micropapillary carcinomas are generally associated with well

differentiated invasive ductal carcinomas (Walsh & Bleiweiss, 2001).

The 2003 World Health Organization histological classification of human breast tumours does
not specify the amount of micropapillary invasive areas required for a diagnosis of IMPCa,

and no consensus has been reached in the literature (Luna-moré et al., 1994; Middleton et al.,
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1999; Amendoeira et al., 2003; Zekioglu et al., 2004). In this study, the mixed subtypes, even
when combined with tumours with a better prognosis, such as carcinoma arising from benign
mixed tumours and papillary carcinomas, showed a poor prognosis similar to the pure subtype

with lymph node metastases and a shorter overall survival.

All of the cases included in this study were positive for EMA and CKAE1AE3. The empty
spaces surrounding the micropapillae of the carcinoma cell nests were not surrounded by
endothelial cells (negative for CD-31), myoepithelial cells (negative for p63) or epithelial
cells (negative for CK AE1/AE3), thus confirming the infiltrative micropapillary nature of
this tumour. In this study, high rates of CK34BE12-positive staining were observed. In human
IMPCa, CK34BE12-positivity has been described (Yamaguchi et al., 2010). In humans,
CK34BE12 is considered to be a ductal histogenesis marker (Gown & Vogel, 1984); thus, the

predominance of positive samples for CK34BE12 confirms the ductal origin of canine IMPCa.

Nuclear staining for p63 in human IMPCa was previously described and explained by the
occurrence of squamous metaplasia, which was confirmed by morphological and
immunohistochemical analyses (positive for CK34BE12 and involucrin) (Yamaguchi et al.,
2010). In our study, p63-positive samples showed morphological features typical of squamous

metaplasia and CK34BE12-positivity.

High rates of positivity for hormonal receptors have been described in human IMPCa, and
were also observed in this study (Luna-moré et al., 1994; Walsh & Bleiweiss, 2001; De La
Cruz et al., 2004; Pettinato et al., 2004; Weigelt et al., 2008). Hormonal receptor positivity is

generally associated with a favourable prognosis and well-differentiated neoplasms; thus,
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human and canine IMPCa seem to differ in aggressiveness compared with other breast

cancers showing these characteristics.

EGFR and HER-2/neu are members of the HER growth factor receptor family whose
overexpression has been associated with poor prognosis in human breast cancer (Schippinger
et al., 2007). Human IMPCa has been described as having a low index of HER-2 and EGFR
overexpression, similar to the findings observed in our study (Kim et al., 2005; Marchio et al.,

2008).

Based on the median overall survival of 120 days observed in this study and the 3 month
survival described by Gama et al. (2008), canine IMPCa has a median overall survival that is
shorter than that of canine papillary and solid carcinomas (median survival 426 days)
(Hellmén et al., 1993) and metaplastic and ductal carcinomas (median survival 908 days)
(Lavalle et al., 2009). Overall survival in humans with IMPCa has been described to be
shorter than that for humans with ductal carcinomas regardless of the percentage of

micropapillary invasive areas (De La Cruz et al., 2004).

Conclusions

Anatomopathological and immunohistochemical findings are similar in human and canine
IMPCa. Regardless of a pure or mixed subtype diagnosis, IMPCa is associated with a poor
prognosis, which characterises this lesion as an important neoplastic entity of the canine

mammary gland.
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Table 1

Immunohistochemical reagents and methods used

Target antigen Clone Manufacturer  Dilution AR method (T°) Incubation time (h)
] Pressurised
ER 1D5 Dako 1:20 Heating (125 °C) 1
PR HPRA2 Neomarkers  1:20 Pressurised 1
' Heating (125 °C)
EMA E29 Dako 1:25 Water bath (98 °C) 16
. . ] Pressurised
Ki-67 Mib-1 Dako 1:25 Heating (125 °C) 1
p63 4a4 Neomarkers 1:100 Water bath (98 °C) 16
Cytokeratin AE1AE3 Dako 1:100 Water bath (98 °C) 1
CD-31 JC70A Dako 1:20 Water bath (98 °C) 16
Cytokeratin 34BE12 Dako 1:50 Water bath (98 °C) 1
EGFR 31G7 Zymed 1:100 Water bath (98 °C) 16
C-erb B2 Polyclonal Dako 1:200 Water bath (98 °C) 16

AR, Antigen Retrieval; ER, Oestrogen Receptor; PR, Progesterone Receptor; EMA,

Epithelial Membrane Antigen; EGFR, Epithelial Growth Factor Receptor.
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Table 2

Clinicopathological features of pure canine mammary IMPCa compared with mixed

IMPCa

Pure IMPCa (n=15)

Mixed IMPCa (n=7)

Mean age (years) (n=21)
Median tumour size

(cm; maximum - minimum)
(n=19)

Breed (n[%])(n=20)
Crossbreed

Cocker

Poodle

Other breeds?

Cutaneous ulceration
Absent

Present

Histological grade (n [%])

I

I

i

Stage (TNM; n [%]) (h = 6)
I

I

i

v

\%

In situ micropapillary carcinoma
Absent

Present

Vessel invasion (n [%])
Absent

Present

Lymph node metastasis (n=17)
Absent

Present

Distant Metastasis (n=9)
Absent

Present

114 +18
5.11 (10 - 0.5)

3(21.4)
3(21.4)
2 (14.3)
6 (42.9)

3(20)
12 (80)

5(33.3)
7(46.7)
3(20)

0(0)
0(0)
0(0)
4 (100)
0(0)

7(46.7)
8(53.3)

4 (26.7)
11(73.3)

0(0)
12(100)

4 (80)
1 (20)

9.8+1.2
7.5 (13- 4)

3(50)
0(0)
1(16.7)
2 (33.3)

2 (28.6)
5 (71.4)

1(14.3)
6(85.7)
0(0)

0(0)
0(0)
0(0)
2 (100)
0(0)

1(14.3)
6(85.7)

0(0)
7(100)

0(0)
5(100)

3(75)
1(25)

®Breeds presenting with only one case each: Bichon Frise, Dachshund, Dalmatian, Doberman,

Siberian Husky, Akita, Pinscher and Labrador Retriever.
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Table 3

Immunohistochemical analysis of HER-2, EGFR, ER, PR, CKAE1AE3, CK34BE12, p63

and EMA in canine IMPCa

Number of canines (%)

Antibodies 0 + ++ +++
ER® 1/20 (5) 19/20 (95) NA NA
PR® 1/20 (5) 19/20 (95) NA NA
HER-2° 8/22 (36.4) 8/22 (36.4) 3/22 (13.6) 3/22 (13.6)
EGFR® 1/22 (4.6) 14/22 (63.6) 3/22 (13.6) 4122 (18.2)
P63° 16/20 (80) 4120 (20) NA NA
CK34BE12" 2122 (9.1) 20/22 (90.9) NA NA
CKAELAE3®  0/22(0) 22/22 (100) NA NA
EMA' 0/22 (0) 22/22 (100) NA NA

ER, Oestrogen Receptor; PR, Progesterone Receptor; EGFR, Epidermal Growth Factor
Receptor; CK, Cytokeratin; EMA, Epithelial Membrane Antigen; NA, Not Applied.

%0 < 1% nuclear staining of tumour cells; + > 1% nuclear staining of tumour cells

®0 No staining; + weak, incomplete membrane staining of any proportion of the tumour
cells; ++ complete membrane staining that is either non-uniform or weak in intensity
but with obvious circumferential distribution in at least 10% of cells, or intense,
complete membrane staining of 30% or fewer tumour cells; +++ uniform, intense
membrane staining of > 30% of tumour cells

‘0 No staining; + nuclear-positive p63 protein staining in epithelial cell nests localised

within cystic spaces

%0 No staining; + strong immunoreactivity, regardless of the extent, and moderate-to-
weak expression in more than 10% of the total tumour area

°0 No staining; + cytoplasmic staining in epithelial cells

"0 No staining; + positive staining on the stromal-facing surface of the cell clusters,
which accentuates the outline of the micropapillary units by forming a distinct band on

this surface
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Figure Legends

Fig. 1 Invasive micropapillary carcinomas of the canine mammary gland. a. Invasive
micropapillary areas characterised by neoplastic epithelial cells within cystic spaces (arrow).
HE, Bar: 90 um; b. Moderately pleomorphic neoplastic epithelial cells within cystic spaces.
HE, Bar: 20 um; c. In situ micropapillary carcinoma. HE, Bar: 50 um; d. Lymph node

metastasis exhibited the same arrangement found in the primary tumour (arrow). HE, Bar: 50

pm.

Fig. 2 Invasive micropapillary carcinomas of the canine mammary gland. a. Micropapillae
externally covered by a line of EMA (arrow). Streptavidin—biotin—peroxidase anti-EMA,
counterstained with Harris’s hematoxylin. Bar: 20 pm; b. Staining for CD-31 was negative in
the cystic spaces of the invasive micropapillary areas (arrow). Blood vessels were positive for
CD-31 (asterisk). Streptavidin—biotin—peroxidase anti-CD-31, counterstained with Harris’s
hematoxylin. Bar: 20 um; c. Neoplastic epithelial cells showing CK34BE12-positive staining
in the cytoplasm (arrow). Streptavidin—biotin—peroxidase anti-CK34BE12, counterstained
with Harris’s hematoxylin. Bar: 20 um; d. Staining for p63 was negative in the cystic spaces
of the invasive micropapillary areas. Streptavidin—biotin—peroxidase anti-p63, counterstained

with Harris’s hematoxylin. Bar: 50 pm.

Fig. 3 Invasive micropapillary carcinomas of the canine mammary gland. a. Neoplastic ER-
immunoreactive epithelial cells stained in brown (nuclei) (arrows). Streptavidin—biotin—
peroxidase anti-ER, counterstained with Harris’s hematoxylin. Bar: 30 pm; b. Neoplastic PR-
immunoreactive epithelial cells stained in brown (nuclei) (arrow). Streptavidin-biotin—

peroxidase anti-PR, counterstained with Harris’s hematoxylin. Bar: 50 pm.

51



Figure 1

52



Figure 2
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Figure 3
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8 CONCLUSOES FINAIS

A partir das condicOes e dos dados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

- Histologicamente os CMI geralmente apresentam subtipo puro, possuem grau histolégico
intermediario (grau I1) e frequentemente estdo associados a carcinomas micropapilares in situ
de grau nuclear intermediario e invasdo vascular periférica,

- Os carcinomas micropapilares caninos sao neoplasias que podem apresentar altas taxas de
metastase para linfonodos regionais e estadio 1V,

- Cadelas portadoras de subtipos puros e mistos de CMI apresentam sobrevida global de 120 e
180 dias, respectivamente,

- Os CMI caracterizam-se por indice de proliferacdo celular elevado, positividade para
receptores hormonais (RE e RP) e CK34BE12, além de negatividade para receptores de fator
de crescimento (HER-2 e EGFR).

9 CONSIDERACOES FINAIS

Os CMI mamarios humanos sdo considerados uma importante entidade neoplasica da
glandula maméria, visto que possuem comportamento bioldgico extremamente agressivo. Em
caninos o CMI é recente e apenas dois relatos de caso e uma comunicacdo breve foram
apresentados até a execuc¢do do presente estudo. Apos avaliacdo de 22 casos de CMI caninos €
visivel a importancia clinica desta entidade na espécie, visto que independente do tamanho
tumoral ela estd associada com invasdo linfatica massiva, altas taxas de metéstase para
linfonodos regionais e sobrevida global curta. Diante disso, atencdo especial deveria ser dada
para caninos portadores deste carcinoma, assim como € feito com outras neoplasias mamarias

extremamente agressivas, metastatizantes e de progndéstico desfavoravel.

Adicionalmente, diante deste comportamento agressivo os CMI caninos podem ser
considerados um excelente modelo espontaneo para estudos relacionados com os eventos
responsaveis pelo comportamento invasivo e metastatizante de neoplasias mamarias malignas

como a Transicdo Epitelial-Mesenquimal (TEM).

A TEM é um processo reversivel que possui uma série de etapas que culminam com a perda

de adesdo entre células epiteliais (perda de expressdo de E-caderina), a aquisi¢do de fendtipo
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mesenquimal (expressdo de marcadores mesenquimais como: vimentina, N-caderina), e 0
aumento de motilidade celular e de invasividade (GREGORY et al., 2008). Neste fendmeno a
perda da expressdo de E-caderina se da em decorréncia de alteracdes em seu promotor por
silenciamento epigenético através de hipermetilacdo e/ou repressao transcricional mediada por
fatores de transcricdo: Snaill, TWIST1, ZEB1 e ZEB2 (BARANWAL; ALAHARI, 2009;
COWIN et al., 2005;). Estudos in vitro com linhagens de células metastatizantes tem
comprovado a regulacdo da expressao destes fatores de transcricdo por uma grande classe de
pequenos RNAs ndo codificantes (18-24 nucleotideos) chamados microRNAs (WRIGHT et
al., 2010). Exercendo o controle destes fatores de transcricdo estas moléculas agem como
reguladoras da TEM. Além disso, os microRNAs também podem ter papel estimulador da
TEM (LORIO et al., 2005; YAN et al., 2008;).

Recentemente alteragéo relacionada com a TEM como expressdo de N-caderina foi relatada
em CMI humanos gerando uma possivel ligacdo entre o comportamento agressivo
metastatizante da neoplasia e a TEM (NAGI et al., 2005). Diante desta hipotese, estudos
imuno-histoquimicos e génicos da expressdao de moléculas envolvidas com a TEM como
caderinas (E-caderina e N-caderina), vimentina, fatores de transcricdo (Snaill, TWISTL,

ZEB1 e ZEB2) e microRNAs deveriam ser conduzidos em CMI caninos.
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12 ANEXQOS

ANEXO A - Certificado do Comité de FEtica em Experimentagio Animal —
CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
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-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 211/2009, relativo ao projeto intitulado
“Determinagdo dos fatores prognositicos em carcinomas micropapilares da
glandula mamaria canind’, que tem como responisavel(is) Geovanni Dantas
Cassali , estd(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacao Animal (CETEA/UFMG),
tendo sido aprovado na reunido de 9/ 12/2009.

Este certificado expira-se em 9/ 12/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 211/2009, related to the project entitled
"Determination of prognostic factors in micropapillary carcinomas of the
canine mammary gland', under the supervisiors of Geovanni Dantas Cassali, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in December 9, 2009.

This certificate expires in December 9, 2014.

Belo Horizonte, 14 de Dezembro de 2909.

LRLPD

Prof. Humberto Pereira Oliveira
" Coordenador do CETEA/UFMG
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ANEXO B - Sistema TNM de estadiamento clinico

T tumor primario
T1 <3cm
T2 3-5¢cm
T3 >5cm
N status de linfonodos regionais
NO sem metéstase
N1 com metéstase
M Metéstase a distancia
MO com metéstase

M1 sem metastase

Estadios

I T1 NO MO

I T2 NO MO

11 T3 NO MO

IV T123 N1 MO

V T123 NO1 M1

FONTE: OWEN (1980)
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ANEXO C - Graduacdo histoldgica de neoplasias mamarias caninas.

Caracteristicas Escore

Formacao tubular

>75% 1

10-75% 2

<10 3
Pleomorfismo nuclear

Células pequenas, uniformes e regulares 1

Aumento moderado de tamanho 2

Variagéo acentuada 3

Indice mitotico™

0-7 1

8-16 2

>17 3
CEscoretotal>

I 3-5

I 6-7

Il 8-9

FONTE: Elston e Ellis (1991)
*Mitoses/10 campos em aumento de 40x em microscdpio Olympu BX 40
(didmetro do campo 0,55mm e &reas do campo 0,239)
**Soma da pontuacdo de formacdo tubular, pleomorfismo nuclear e
indice mitdtico.
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Opgdes: Ver cabecalho completo | Ver Versdo para Impressdo | Baixar como um arquivo
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Dear Prof. Cassali,

Your submission has been received by the journal
The Veterinary Journal.

You will be able to check on the progress of your paper by logging onto the Elsevier
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http://ees.elsevier.com/ytvj;i
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Corresponding Author: Prof. Geovanni D Cassali, PhD

Corresponding Author's Institution: UFMG
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Abstract: Invasive micropapillary carcinoma (IMPCa) of the mammary gland, despite its rare
occurrence in humans and dogs, is an important neoplasm due to its aggressive behaviour. The aim of
this study was to evaluate the clinicopathological and immunophenotypical characteristics of IMPCa
and to determine the overall survival of canines with IMPCa. Of the 22 cases of IMPCa selected for
analysis, the majority had > 3 cm neoplasms (15/19, 78.95%) and lymph node metastases (16/16,
100%). Only two cases (2/9, 22.2%) had distant metastases. Histopathology revealed nests of
epithelial neoplastic cells localised within empty spaces that lacked a fibrovascular core. IMPCas were
classified as either pure (15/22, 68.18%) or mixed (7/22, 31.82%) types. A predominance of moderate
histological grade (16 grade II) IMPCa was observed. The average overall survival was 120 days.
Positive immunohistochemical staining for Epithelial Membrane Antigen (EMA) and negative staining
for CD-31, p63 and cytokeratin (CK) AE1AE3 in cystic formations confirmed the micropapillary nature
of the IMPCa. Some cases showed positive epithelial staining for p63 (4/20, 20%) and CK34BE12
(20/22, 90.9%). Most cases were positive for Oestrogen Receptor (ER) (19/20, 95%) and Progesterone
Receptor (PR) (19/20, 95%) but lacked HER-2 (16/22, 72.72%) and Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) {15/22, 68.18%) overexpression. The mean proliferation index was 14.8%. These
findings demonstrate that, similar to human IMPCas, canine IMPCas have aggressive behaviour with
high rates of metastasis to regional lymph nodes and short overall survival. Therefore, IMPCas may be
considered important lesions of the mammary gland in canines.
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