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RESUMO

Este estudo tem como objetivo revisar os principais marcadores tumorais utilizados
como fatores preditivos e progndsticos nas neoplasias mamarias caninas. O tumor
de mama em cadelas é uma neoplasia comum na rotina dos pequenos animais e
possui diversas caracteristicas semelhantes ao cancer de mama em mulheres,
servindo como modelo de estudo para esta neoplasia. A descoberta das células
iniciadoras de tumor € um aspecto chave para o entendimento da carcinogénese

tumoral e o desenvolvimento de novas terapias especificas para cada paciente.

Palavras-chave: neoplasias mamarias, marcadores tumorais, células iniciadoras de

tumor
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ABSTRACT

This study aims to review the main tumor markers used as predictive and prognostic
factors in canine mammary neoplasias. Mammary gland tumors are commonly
diagnosed in small animals and have many similar characteristics to breast cancer in
women, serving as an animal model to study this neoplasm. The discovery of tumor-
initiating cells is a key to understand carcinogenesis and the development of pacient-

specific therapies.
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PARTE | - RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO

1 INTRODUCAO

O estagio supervisionado € uma atividade curricular obrigatéria realizada no
décimo semestre do curso de Medicina Veterinaria da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia. Consiste na realizacdo de
atividades nas areas escolhidas pelo aluno, proporcionando a integragéo entre teoria
e pratica, o contato com o mercado de trabalho e o aprimoramento dos
conhecimentos adquiridos durante a graduacdo. O aluno deve cumprir um total de
420 horas durante o estagio de acordo com as areas de seu interesse.

O estagio foi realizado em trés hospitais veterinarios: Hospital Veterinario de
Animais de Companhia da Universidade de Brasilia, Hospital Veterinario Dr. Antonio
Clemenceau e Hospital Veterinario da UNESP Campus de Botucatu.

Este relatério tem como objetivo descrever as principais atividades realizadas

durante o estagio supervisionado e a casuistica acompanhada.

2 HOSPITAL VETERINARIO DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA

O Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (UnB) se encontra na
Avenida L4 Norte, em Brasilia, Distrito Federal. O Hospital atende animais de
segunda a sexta-feira das 8h as 18h, tanto consultas novas como retornos. Outros
servicos disponibilizados pelo Hospital incluem a Patologia clinica, Patologia
Veterinaria, Clinica e Cirurgia de Animais Silvestres, Parasitologia.

As consultas sao distribuidas em duas grandes areas: Clinica Médica e
Clinica Cirurgica, de acordo com os sinais apresentados pelo paciente no momento
da triagem, que é feita pela manha, a partir das 07h30min. O servigco de atendimento
€ realizado pelos residentes respectivos de cada area, além dos veterinarios
contratados e estagiarios técnicos e curriculares. Por se tratar de um hospital-escola

os residentes tém ainda a supervisao dos professores responsaveis.
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O estagio foi realizado no periodo de 01 a 31 de agosto de 2012, totalizando
160 horas. Durante o estagio, péde-se acompanhar a rotina da Clinica Cirurgica de
Pequenos Animais, podendo participar tanto das consultas como dos procedimentos
cirurgicos. A estagiaria chegava ao hospital as 8h e tinha a permissao para iniciar a
consulta antes que o residente assumisse. Ela fazia a anamnese completa e exame
fisico do animal. Depois de passadas as informacdes ao residente, caso fossem
necessarios outros procedimentos como coleta de sangue, limpeza de ferida,
curativos, a estagiaria também tinha permissdo para executa-los, assim como a
realizagdo de radiografias ajudando na contengdo do animal. O residente era
responsavel pelo diagnostico final do paciente e a estagiaria podia auxiliar na
elaboragdo das receitas e explicacdo ao proprietario. Durante os procedimentos
cirdrgicos a estagiaria tinha permissdo para auxiliar as cirurgias, fazer suturas e
procedimentos mais simples como as castragoes.

A casuistica acompanhada durante o estagio encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Casos clinico-cirtdrgicos acompanhados no Hospital Veterinario da UnB

T . N° de o o Na de
Especialidade Caso-clinico casos Especialidade Caso-clinico casos
Fratura de’t|b|a 1 Sistema P|om§tra 3
Fratura de umero 1 : Cesariana 2
: R Genito/ . ;
Ortopedia e Fratura de fémur 2 Urinari Célculo vesical 2
. ~ rinario .
Neurologia Luxacao patelar 3 Calculo uretral 1
Luxagao coxo-femoral 1 Intussuscepcéao 1
Displasia coxo-femoral 3 Sistema Corpo estranho 2
Hérnia de disco 3 Digestdrio Megacdlon 1
Feridas 4 Tratamento periodontal 2
Politraumatismo 2 Tumor de mama 7
Outros Hérnia perineal 2 u Lipoma 1
Flegméao 1 Oncologia P
Neoplasias a esclarecer 4
Abscesso ! Carcinoma de células

Miiase 2 Iescamosas 2
Cisto branquial 1 Tumor na tireoide 1

Descolamento de retina 1 u Ireol

3 HOSPITAL VETERINARIO DR. ANTONIO CLEMENCEAU

O Hospital Veterinario Dr. Anténio Clemenceau € um hospital particular e

localiza-se proximo ao setor hipico de Brasilia. Atende animais de companhia em
regime de plantdo, portanto 24h por dia e todos os dias da semana. Os servigos
disponibilizados pelo hospital incluem Clinica Médica e Clinica Cirurgica, além de
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especialidades como Ortopedia/Neurologia, Dermatologia, Oncologia, Oftalmologia e
Fisioterapia.

Durante o estagio foram acompanhados os servigos de Ortopedia/Neurologia
e Oncologia, no periodo de 1 a 31 de outubro de 2012, totalizando 160 horas. A
rotina era um pouco diferente da que foi vista no Hospital da UnB, ja que as
consultas ou retornos eram previamente marcados, por ndo se tratar de um hospital-
escola, ndo havendo o sistema de triagem. Por esse mesmo motivo, a estagiaria ndo
tinha permissao para iniciar a consulta, mas podia acompanha-la e podia também
auxiliar os procedimentos cirurgicos.

No servico de Ortopedia/Neurologia a estagiaria podia acompanhar as
consultas desde a anamnese, o exame fisico especifico e os demais procedimentos
realizados. Se autorizado pelo veterinario podia realizar coleta de sangue, exame
ortopédico e demais atividades. Durante as cirurgias tinha permissao para auxilia-las
e o veterinario sempre deixava claro tudo o que ele fazia e tirava as duvidas.

No servigo de Oncologia, a estagiaria também acompanhava as consultas e
foi uma experiéncia muito importante para o contato com os proprietarios, ja que o
cancer geralmente € um assunto mais delicado a se discutir. A estagiaria também
participava das cirurgias oncoldgicas, principalmente relacionadas com bidpsias
excisionais e mastectomias. Também podia participar e auxiliar nas quimioterapias
realizadas, observando as doses dos quimioterapicos, a montagem dos circuitos e
os farmacos prescritos para controlar os efeitos colaterais. A casuistica

acompanhada durante o estagio encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Casos clinico-cirtrgicos acompanhados no Hospital Dr. Antonio Clemenceau

Especialidade Caso-clinico Nl Especialidade Caso-clinico e
casos casos

Fratura de radio/ulna 2 Mastocitoma 8

Fratura de cotovelo 1 Linfoma multicéntrico 7

Fratura de metacarpo 1 ] Linfoma intestinal 1

Fratura de pelve 1 Eneelogre Tumor de mama 7

Luxacao patelar 3 Fibrossarcoma 1

Luxacéao de quadril 1 Carcinoma hepatocelular 1

Displasia coxo-femoral 5 Siglocele 5

i [
ﬁrtof’eid'ai € Ruzf-t;aagg E?Srr,?;nto 2 Prolongamento de palato e 1
eurologia Tendinite bicipital 1 Estenose de narina

Hidrocefalia 4 Bl Lipidose hepatica 3

Convuls3o idiopatica 1 Corpo estranho 2

Hemivértebra 2 Prostatectomia 1

Hérnia de disco 6 Bidpsia peniana 1

Sindrome de Wobbler 1 Esplenectomia 1

Meningomielite por erliquiose 1 Piometra 2

Compactagao de gl. ad-anal 1
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4 HOSPITAL VETERINARIO DA UNESP CAMPUS DE BOTUCATU

O Hospital Veterinario da UNESP de Botucatu se encontra no Distrito de
Rubido Junior, na cidade de Botucatu, em Sao Paulo. O Hospital atende animais de
pequeno e grande porte, e possui diversos servigos como Clinica Médica e Cirurgica
de Pequenos e Grandes Animais, Patologia Clinica, Radiologia, Zoonoses, Patologia
Veterinaria, Oftalmologia.

A estagiaria acompanhou a area de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais,
que possui um prédio préprio para seu atendimento. O Hospital funciona de 8h as
18h durante a semana e das 8h as 19h nos fins de semana e feriados. Eram
atendidas 10 consultas novas por dia, cinco pela manha e outras cinco na parte da
tarde, além dos retornos previamente marcados. O estagio foi realizado no periodo
de 1 a 30 de novembro de 2012, com um total de 160 horas.

A estagiaria teve a oportunidade de acompanhar as consultas e retornos
atendidos no Hospital, e por se tratar de um hospital-escola tinha permissao para
iniciar a consulta e realizar procedimentos complementares como coleta de sangue,
limpeza de feridas, realizagdo de talas e bandagens, entre outros. O atendimento
era de responsabilidade dos residentes com a supervisao dos professores.

Os procedimentos cirurgicos eram realizados sempre no periodo da tarde e a
estagiaria tinha permissao para auxiliar nos procedimentos e até mesmo realizar
procedimentos mais simples como castragdes. ApoOs as cirurgias a estagiaria deveria
descrever o procedimento e esperar a correcdo do residente responsavel; entao
passava essa descricdo para a ficha do animal.

A rotina do hospital era extensa, mas sempre havia a oportunidade de
discussdo dos casos clinicos e protocolos terapéuticos adotados. Uma vez por
semana havia reunido com o professor responsavel com realizagao de seminarios
ou palestras e discussdo dos casos acompanhados durante a semana, além da
exposi¢ao de duvidas e sugestdes. A casuistica acompanhada durante o estagio se

encontra na Tabela 3.
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Tabela 3 — Casos clinico-cirtrgicos acompanhados no Hospital Veterinario da UNESP Botucatu

Fratura de tibia
Fratura de umero
Fratura de digito
Fratura de fémur

Luxagéo tibio-tarsica
Luxagéao patelar
Luxagao temporo-mandibular
Displasia coxo-femoral
Trauma cranio-encefalico
Higroma
Hérnia de disco
Les&do medular (briga)

2 W=_a2NPRAR 2NN W-AN -

Uretrostomia com cons.do prepucio
Reurestrostomia
Calculo vesical
Calculo uretral

—_— ) -

Impactagao fecal
Tratamento periodontal
Corpo estranho

Carcinoma de células basais
Mastocitoma
Lipoma
Neoplasias a esclarecer
Carcinoma de células
escamosas

N N == Aa

5 CONCLUSAO

Ferida por Mordedura
Feridas
Politraumatismo
Hérnia perineal
Hérnia diafragmatica
Hérnia de hiato
Flegmao
Abscesso
Bicho-de-pé
Miiase

NNNN-_2N_2WWoe

O estagio supervisionado foi uma oportunidade muito importante para a

fixagdo dos ensinamentos tedricos e sua integragdo com a pratica, além da vivéncia

da rotina hospitalar e a forma como se relacionar com os proprietarios. Foi uma

oportunidade também de conhecer novas abordagens terapéuticas e especialidades,

bem como o aprimoramento no manejo dos pacientes, procedimentos durante as

consultas e técnicas cirurgicas.
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PARTE Il - MARCADORES PROGNOSTICOS EM TUMORES

MAMARIOS DE CADELAS — REVISAO DE LITERATURA

1 INTRODUCAO

As neoplasias mamarias s&o os tumores mais comuns em cadelas, e exigem
especial atencao, principalmente por servirem de modelo para o estudo do cancer
de mama em mulheres. Tumores mamarios caninos e humanos compartilham
importantes fatores epidemiolégicos, clinicopatolégicos, bioquimicos e genéticos.
Entre estes fatores encontram-se faixa etaria de aparecimento, morfologia, efeito
protetor da ovario-salpingo-histerectomia, presenca de receptores de estrégeno e
progesterona na massa tumoral, 6rgaos alvo de metastase, evolugéo clinica e a
hereditariedade em alguns casos.

Os tumores mamarios constituem cerca de 52% das neoplasias que
acometem as fémeas da espécie canina e aproximadamente 50% dos tumores
apresentam caracteristicas malignas.

A carcinogénese do tumor de mama ainda nao é totalmente elucidada, mas
sabe-se que estado envolvidos fatores de natureza genética, ambiental e hormonal. A
etiologia hormonal no desenvolvimento das neoplasias mamarias € comprovada
quando se compara o risco de incidéncia do tumor de mama em cadelas nao
castradas e castradas, além da fase em que a intervencgao cirurgica é realizada.

Diversos outros fatores estdo relacionados com o desenvolvimento das
neoplasias mamarias na fémea canina. Alguns desses fatores incluem a presenca
de marcadores moleculares, expressao de receptores como a cicloxigenase-2 (COX-
2), mutacdes no gene p53, marcadores da taxa de proliferacdo celular e mais
recentemente a identificacao de células-tronco cancerigenas ou células-iniciadoras
de tumor (CITs) que possuem capacidade de divisdo assimétrica, resisténcia a
apoptose e propriedades para exclusdo de corantes e quimioterapicos.

A identificacdo de receptores celulares e moléculas relacionadas a
progressdo tumoral permite a caracterizacdo do imunofendtipo das células
neoplasicas, constituindo fatores prognodsticos e preditivos importantes para tornar a
escolha do tratamento mais especifica e direcionada para cada paciente. Em virtude
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da relevancia do assunto, o presente trabalho objetivou revisar os principais fatores
prognosticos e preditivos em tumores mamarios de cadelas, com atengéo especial

as células-tronco cancerigenas ou células-iniciadoras de tumor (CITs).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias Mamarias

As neoplasias mamarias caninas em cadelas constituem cerca de 52% de
todas as neoplasias e aproximadamente 50% dos tumores mamarios apresentam
carater maligno (FELICIANO et al., 2012). Essas neoplasias sdo detectadas em
animais de meia idade, entre 9 e 11 anos, com maior chance de desenvolvimento a
partir dos 6 anos de idade (PEREZ-ALENZA et al., 2000; SORENMO et al., 2011).

Varios aspectos, incluindo fatores hormonais, nutricionais e genéticos tém
sido relacionados com o desenvolvimento de tumores mamarios (SORENMO et al.,
2011). Um forte indicativo do fator hormonal contribuindo para o desenvolvimento de
neoplasias mamarias € a diferente incidéncia que ela apresenta entre cadelas
inteiras e castradas em diferentes tempos (FELICIANO et al., 2012).

As neoplasias mamarias podem se apresentar como nodulos pequenos ou
grandes, aderidos ou moveis, unicos ou multiplos, dependendo do comportamento
biolégico do tumor (SORENMO et al., 2011). Em alguns casos o tumor pode
apresentar ulceragao cutanea ou sinais evidentes de inflamagao, como é observado
no carcinoma inflamatério (QUEIROGA & LOPES, 2002). As glandulas abdominais
caudais e inguinais sdo mais afetadas, provavelmente pela maior quantidade de
tecido glandular (CASSALI et al., 2011; SORENMO et al., 2011, FELICIANO et al.,
2012).

A avaliacédo diagndstica dos pacientes com cancer de mama deve constar de
exame fisico completo, hemograma e perfil bioquimico sérico, além de radiografias
toracicas em busca de metastases pulmonares (SORENMO et al., 2011). Ao exame
radiografico devem-se realizar trés projecoes radiograficas do térax: ventrodorsal e
laterolaterais direita e esquerda (SORENMO, 2003; FELICIANO et al.,, 2012).

Estudos revelam que o exame de tomografia computadorizada apresenta maior
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acuracia na detecgéo de metastases pulmonares (OTONI et al., 2010; ALEXANDER
et al., 2012).

Outra forma para avaliagdo de metastases nos linfonodos regionais € através
do uso da imuno-histoquimica. Em patologia humana € comum utilizar colora¢des de
citoqueratina para detectar micrometastases ocultas em linfonodos regionais
considerados néo afetados ou suspeitos quando avaliados por coloragdes de rotina
como a hematoxicilina-eosina (SORENMO et al., 2011). Em medicina veterinaria, foi
realizado um experimento com a aplicacdo de citoqueratina em 119 linfonodos de
cdes com neoplasias mamarias malignas, nos quais foram encontradas
micrometastases em 9,2% dos casos, portanto ainda s&o necessarias investigacoes
futuras para saber qual a relevancia clinica deste achado (MATOS et al., 2006).

O diagndstico definitivo € baseado no resultado histopatolégico apds bidpsia
excisional (QUEIROGA & LOPES, 2002). A citologia € um método seguro apenas
para pesquisa de metastases em linfonodos, com alta taxa de especificidade e
sensibilidade na detecgdo das metastases. A pungdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) deve ser executada nos linfonodos regionais de todos os animais com
tumores malignos. Caso a pungao seja positiva ou revelar alguma alteragdo, a
possibilidade de excisdo do linfonodo afetado deve ser considerada (SORENMO,
2003).

O estadiamento do tumor deve ser feito antes do inicio do tratamento para
avaliar a fase de evolugao tumoral, bem como as possibilidades de progressdo do
tumor (FELICIANO et al., 2012). O estadiamento clinico é determinado de acordo
com o sistema TNM estabelecido pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) para
tumores mamarios caninos (Tabela 4), que inclui tamanho do tumor primario (T), o
envolvimento de linfonodos regionais (N) e a presenga ou auséncia de metastases a
distancia (M) (CASSALI et al., 2011; SORENMO et al.,, 2011). O estadiamento
completo fornece informacgdes cruciais sobre o progndstico, as quais posteriormente
sdo implementadas no plano de tratamento do paciente (SORENMO et al., 2011). A
tabela 4 mostra o estadiamento clinico dos tumores mamarios em cadelas proposta

pela Organizacdo Mundial de Saude.
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Tabela 4 — Estadiamento clinico dos tumores mamarios em cadelas

T: tumor primario

T4: menor que 3 cm de didmetro

T,: entre 3 e 5 cm de diametro

T5: maior que 5 cm de didametro Estadios
. T No Mo
N: linfonodos regionais . T, No Mo
No: sem envolvimento neoplasico . T, No Mg
N4: com envolvimento neoplasico IV: Qualquer T Ny Mo

V: Qualquer T  Qualquer N M,

M: metastases a distancia

Mo: auséncia de metastases a distancia

M,: presenca de metastases a distancia

Modificado de Owen LN: Classificagdo dos tumores em animais domésticos, Geneva,
1980, Organizacao Mundial da Saude.

GOLDSCHMIDT et al. (2011) propuseram uma nova classificagdo para os
tumores mamarios. Essa classificagao separa os tumores em oito diferentes grupos.
O primeiro grupo inclui as neoplasias epiteliais malignas, como o carcinoma in situ, o
carcinoma simples e o carcinoma complexo. Os tumores malignos especiais, como o
carcinoma de células escamosas e o carcinoma inflamatério fazem parte de outro
grupo. Existe ainda o grupo dos sarcomas, como o0s osteossarcomas, O0s
condrossarcomas e os fibrossarcomas. As neoplasias benignas incluem tumores
como o adenoma simples, o fibroadenoma e o adenoma complexo. Os demais tipos
histolégicos envolvem o carcinossarcoma, as hiperplasias e displasias mamarias e
as alteragbes do mamilo.

As opgodes de tratamento dependem do estagio em que se encontra o tumor,
do tipo histolégico e estadiamento clinico. As terapias mais utilizadas incluem a
excisdo cirurgica, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia ou uma combinagao
desses tratamentos (NOVOSAD, 2003). A remocao cirurgica completa, com amplas
margens de seguranga ainda € o tratamento de escolha, exceto para animais com
diagnodstico de carcinoma inflamatoério ou com a presenca de metastases a distancia
(FELICIANO et al., 2012). A excisao cirurgica pode ser curativa em caes com o

estagio mais brando da doenga e nos tumores pequenos, n&o invasivos € nos
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carcinomas bem diferenciados. Cdes com tumores grandes e de alto grau, com
grande chance de desenvolver metastases podem se beneficiar de terapias
adicionais como a quimioterapia (SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2011).

A sobrevida dos animais depende de varios fatores prognoésticos como idade,
tamanho do tumor, comportamento biologico e tipo histolégico (SORENMO, 2003).
Animais com carcinoma mamario inflamatério tém sobrevida de poucos meses
devido ao extenso envolvimento tumoral e a alta incidéncia de metastases a
distancia (SORENMO et al., 2011).

Atualmente o estudo dos marcadores se tornou de extrema importancia na
medida em que permite conhecer o comportamento biolégico e evolugdo clinica das
neoplasias de mama em cadelas, a semelhanca do que é padronizado em mulheres
(CASSALI et al., 2011).

Neste contexto, o reconhecimento de células-tronco no tecido mamario de
humanos tém levado a hipotese de que estas células poderiam originar o cancer
mamario, e a identificacdo de uma subpopulacdo de células altamente
tumorigénicas, denominadas células-tronco cancerigenas, reforga essa teoria.
Portanto, o estudo da expressao dos genes relacionados a pluripotencialidade torna-
se uma ferramenta auxiliar para determinagdo das caracteristicas tumorais e
planejamento terapéutico (BOIANI et al., 2005; PANG & ARGYLE, 2010).

2.2 Receptores hormonais

A hipotese de que alguns hormdénios aumentam a incidéncia das neoplasias
em cadelas foi postulada pela primeira vez por BITTNER et al. (1948) (BOCARDO et
al., 2008). A evidéncia da etiologia hormonal no tumor de mama em cadelas é
associada aos indices de risco que, segundo autores, variam entre cadelas
castradas e nao castradas e depende ainda da fase em que a intervencgao cirurgica
é efetuada (FONSECA & DALECK, 2000; BOCARDO et al., 2008). Questionando
trabalhos anteriores, BEAUVAIS et al. (2012), em estudo estatistico recente
utilizando inumeras publicacbes sobre o assunto, afirmam que existem algumas
evidéncias que sugerem que as fémeas castradas antes de 2,5 anos de idade estao
associadas com reducgao consideravel no risco de tumores malignos, e que este

risco pode ser ainda mais reduzido quando o procedimento € realizado antes do
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primeiro estro; porém os autores consideram esta evidéncia fraca devido a escassez
de estudos publicados com analises estatisticas adequadas, que nao levaram em
consideracao fatores importantes, como por exemplo, o uso de derivados sintéticos
de esterdides. Literaturas prévias descreveram que o risco de desenvolvimento de
neoplasias mamarias em cadelas castradas antes do primeiro ciclo estral é de
0,05%, apds o primeiro estro sobe para 8%, e € de aproximadamente 26% quando a
castracdo ocorre apoés o segundo estro (SCHINEIDER et al., 1970; FANTON &
WITHROW, 1981).

Os receptores hormonais s&o proteinas que se ligam aos horménios
circulantes, mediando seus efeitos celulares (EISENBERG & KOIFMAN, 2001).
Cerca de 50% a 60% dos tumores malignos nas cadelas contém receptores de
estrégeno (ER), mais de 30% contém receptores de progesterona (RP) e cerca de
20% apresentam receptores de androgeno, o que corrobora com o fato de os
tumores mamarios serem horménio-dependentes (RUTTEMAN et al.,, 1988;
GOBELLO & CORRADA, 2001; TODOROVA, 2006). MacEWEN et al. (1982) e
RUTTEMAN et al. (1988) observaram que aproximadamente 70% dos tumores
benignos apresentam receptores de estrégeno e progesterona, o que pode ser
explicado pelo fato de as lesbes benignas serem melhor diferenciadas (MacEWEN
et al., 1982). A maior expressdo de receptores de estrégeno e progesterona esta
relacionada ao melhor progndstico tanto dos pacientes caninos como dos seres
humanos com carcinomas mamarios (HORTA et al., 2012).

Adenocarcinomas mamarios simples e complexos de fémeas caninas
expressam mais receptores de estrégeno do que os carcinomas indiferenciados,
carcinomas solidos ou sarcomas (MacEWEN et al., 1982; KOMATSU et al., 2012).
Autores encontraram ainda relagdo entre o tamanho do tumor e a expressédo de
receptores para progesterona, sendo a imunomarcagdo menor nos tumores maiores
que cinco centimetros (SILVA et al., 2004).

A expressdao dos receptores de estrogeno geralmente € encontrada nos
nucleos das células neoplasicas, mas também pode ser vista no citoplasma
(BADOWSKA-KOZAKIEWICZ, 2012). A expressao imuno-histoquimica deste receptor é

exemplificada na Figura 1.
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Figura 1 — Adenocarcinoma simples, expressdo de ER, método
imuno-histoquimico (100x). Fonte: BADOWSKA-KOZAKIEWICZ,
2012.

A inibicdo dos receptores de estrogeno por meio da ovario-salpingo-
histerectomia ou uso de farmacos anti-estrogénicos como o tamoxifeno, podem
influenciar na sobrevida dos pacientes (HORTA et al., 2012). A terapéutica
hormonal é eficaz em cerca de 30% dos casos, se usada de forma aleatéria. Por
outro lado, cerca de 60% dos pacientes com lesdes positivas para receptores
hormonais respondem a esta forma terapéutica, enquanto menos de 10% de
pacientes com lesGes negativas para receptores hormonais respondem ao
tratamento (ZUCCARI et al., 2008). DEPES et al. (2003) demonstraram que ndo ha
associacdo entre a positividade de receptores hormonais e a resposta a

quimioterapia, mas houve associagdo com a resposta a terapia hormonal.

2.3 Cicloxigenase-2 (COX-2)

A cicloxigenase é uma classe de enzimas relacionada a formagao de
mediadores inflamatérios. A expressdo dessa enzima em neoplasias esta
relacionada a progressao tumoral, sendo considerada um fator de progndstico ruim
para varios tipos histolégicos (DORE, 2011; HORTA et al., 2012). Alguns estudos
correlacionam a alta expressdao de COX-2 com malignidade, alta capacidade de
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proliferagcdo das células neoplasicas, neovascularizagcao e baixa taxa de apoptose,
fatores relacionados com o aumento do potencial metastatico das células tumorais
(CASSALI et al., 2011).

Condigdes celulares como hipdxia e a expressao de citocinas (interleucina 6),
oncogenes (ras) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) tendem a
aumentar a expressdo de COX-2, ajudando a promover a angiogénese e a
invasividade do tumor, que ¢é mediada pelo aumento da atividade das
metaloproteinases 2 e 9 (LAVALLE et al., 2009). As metaloproteinases 2 e 9 (MMP-
2, MMP-9) tém sido associadas com a progressdo de tumores malignos e a
formagdo de metastases, tanto em tumores humanos como caninos (ARESU et al.,
2011).

Em seu estudo, DE NARDI (2007) verificou que a expressao de COX-2 foi
superior nas neoplasias malignas em relagao as benignas; além disto, a intensidade
de imunorreatividade também foi maior nas lesdes neoplasicas malignas. O mesmo
foi observado por QUEIROGA et al. (2005), que detectaram que as concentragdes
de COX-2 foram significantemente altas nos tumores malignos (carcinomas
inflamatorios ou ndo) comparados com os benignos e displasicos.

QUEIROGA et al. (2005) também verificaram que os niveis de COX-2
estavam correlacionados com varias caracteristicas de parametros clinicos de
malignidade, como tamanho grande do tumor, ulceragdo, aderéncia a pele,
aderéncia a tecidos subjacentes e tipos histolégicos mais agressivos (carcinoma
sélido e carcinossarcoma).

Em estudo feito por LAVALLE et al. (2009), pacientes com alta expressao de
COX-2 tiveram tempo de sobrevida menor, o que também foi verificado por
QUEIROGA et al. (2005), pois os niveis de COX-2 estavam relacionados com tempo
livre de doenca e sobrevida global reduzidos em caes com tumores malignos
mamarios que nao eram carcinomas inflamatérios.

HELLER et al. (2005) descobriram que os tumores pouco diferenciados
expressam COX-2 com maior intensidade quando comparados com os tumores mais
diferenciados, como os adenocarcinomas. A expressdo de COX-2 é frequentemente
observada no citoplasma das células neoplasicas (BADOWSKA-KOZAKIEWICZ,
2012), como ¢ visto na Figura 2.
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Figura 2 — Adenocarcinoma simples, expressdo de COX-2,
método imuno-histoquimico (100x). Fonte: BADOWSKA-
KOZAKIEWICZ, 2012.

A marcagao imuno-histoquimica de COX-2 representa um valor preditivo em
potencial, tendo em vista a possibilidade da associagao de inibidores seletivos da
COX-2, como o firocoxib, em tratamentos adjuvantes (HORTA et al., 2012). Dessa
forma, é possivel comprovar o papel da COX-2 na patogénese do cancer e assim
sugerir que sua inibicdo programada, com o uso de antiinflamatérios inibidores
seletivos de COX-2, pode ser efetiva na quimioprevencéo e tratamento do cancer
(DE NARDI, 2007).

2.4 Genes supressores de tumor (p53, BRCA1 e BRCA2)

O gene supressor de tumor p53 desempenha um importante papel no controle
do ciclo celular e previne o aparecimento do cancer. A proteina P53 tem o papel de
bloquear a divisdo em células que sofreram injurias no seu DNA; caso este
mecanismo falhe, a expressdao mantida do p53 dispara a cascata da apoptose
(EISENBERG & KOIFMAN, 2001). A ocorréncia de mutagdes especificas no gene
p53 esta associada com resisténcia primaria a quimioterapia e recidiva precoce em
pacientes humanos com cancer de mama. A expressao da proteina P53 defeituosa
esta relacionada com alta taxa de proliferacdo tumoral e recorréncia precoce da
doencga (DE NARDI, 2007).
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Em seu estudo, DE NARDI (2007) associou a mutagao do gene p53 com a
malignidade das neoplasias mamarias, pois a expressdo para a proteina P53 em
todos os casos de carcinoma (carcinoma com progndéstico bom, carcinoma com
prognostico ruim, carcinoma primario metastatico, metastase pulmonar e carcinoma
inflamatorio) foi maior que o grupo dos adenomas. A expressao de p53 é observada
nos nucleos das células neoplasicas, e geralmente € maior no grupo dos carcinomas
simples e complexos (BADOWSKA-KOZAKIEWICZ, 2012). A imuno-expressao

desse marcador esta representada na Figura 3.

Figura 3 — Adenocarcinoma simples, expressdo de p53,
método  imuno-histoquimico (40x) Fonte: BADOWSKA-
KOZAKIEWICZ, 2012.

DE NARDI (2007) também encontrou que em 70% dos pacientes a sobrevida
apos a mastectomia foi menor que 24 meses, confirmando que as mutagdes no p53
estdo associadas a baixa sobrevida de pacientes portadores de cancer e seu estudo
como marcador prognostico pode prever o comportamento clinico e a resposta a
terapia no cancer de mama.

BRCA1 e BRCA2 sao genes supressores de tumor e desempenham varias
fungcbes importantes na manutencdo da integridade do genoma. Eles estéo
envolvidos diretamente em uma série de etapas durante a reparacdo do DNA,
controlam as respostas do ciclo celular e estdo envolvidos na segregagao
cromossémica (O’'DONOVAN & LIVINGSTON, 2010).
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RIVERA et al. (2009) mostraram que mutacées em BRCA1 e BRCAZ2 estavam
associadas com um significativo aumento do risco de desenvolvimento de tumor
mamario em caes da raga English springer spaniels. Perdas no gene BRCA1
desestabilizam o genoma, aumentando as taxas de mutagéo dos genes, incluindo os
genes supressores de tumor, como o p53, o que leva a formagao de tumores (DENG
& SCOTT, 2000, NIETO et al., 2003, RIVERA & von EULER, 2011).

ROBSON et al. (2004) demonstraram que mutacbes em BRCA1 estéo
associadas com sobrevida reduzida, diferente das mutacbées em BRCA2, porém o
prognostico pode ser melhorado com tratamento quimioterapico adjuvante.
GOODWIN et al. (2012), por sua vez, demonstraram que mulheres com cancer de
mama e mutagdes em BRCA1 e BRCA2 tém pior progndstico que as mulheres
diagnosticadas com cancer de mama que nao possuem mutagdes em BRCA.

As mutagées em BRCA1/BRCA2 frequentemente manifestam caracteristicas
patolégicas e biolégicas adversas, como alto grau histoldégico, negatividade para

receptores hormonais e mutagdes em p53 (GOODWIN et al., 2012).

2.5 Proliferacéao celular

A avaliagao da proliferacdo celular tem sido util para a determinagcédo do
comportamento biolégico e o potencial de malignidade dos tumores (SARLI et al.,
2002). Atualmente existem técnicas que permitem a avaliagdo, por imuno-
histoquimica da proliferagao celular pela deteccdo e quantificacdo de proteinas
celulares que somente existem durante a proliferacéo celular. Varios antigenos tém
sido identificados, incluindo o Ki-67 e o antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) (EISENBERG & KOIFMAN, 2001). Alguns anticorpos ligam-se apenas as
células em replicagdo, o que permite a avaliagcdo da taxa de proliferagao tumoral
que, por sua vez, pode ser associada ao prognostico (HORTA et al., 2012).

Tumores bem diferenciados tendem a ter baixo indice de proliferacao,
enquanto que os de alto grau tendem a ter alto indice de proliferacao, tanto Ki-67
quanto PCNA. Os tumores que apresentam altas taxas de proliferacdo celular, na
grande maioria das vezes, sdo tumores de alto grau de malignidade e (EISENBERG
& KOIFMAN, 2001) apresentam curso mais agressivo com aumento do risco de

metastases, mas melhor resposta a quimioterapia (HORTA et al., 2012).
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AMORIM et al. (2008) demonstraram, que assim como no cancer de mama
em humanos, os altos indices proliferativos estdo associados com a auséncia da
expressao de receptores hormonais, confirmando que existe uma correlacéo inversa
entre o status dos receptores esteroidais e os indices proliferativos nos tumores
mamarios caninos.

A presengca de ulceragdo pode ser considerada um fator progndéstico
desfavoravel quando associada a expressao de PCNA. Se for levado em
consideragao que a ulceracao resulta do rapido crescimento tumoral, que néo obtém
suprimento sanguineo adequado, levando a necrose, esse marcador (PCNA) pode
confirmar a relagido existente entre a taxa de proliferacdo e a presenca de ulceragcao
(ZUCCARI et al., 2008).

ZUCCARI et al. (2008) verificaram que houve expressao de Ki-67 em todo o
grupo estudado, com diferentes intensidades. Grande parte dos tumores malignos
(63%) teve alta expressdao desse marcador, enquanto uma baixa expressao foi
observada nos tumores benignos. O mesmo foi observado por QUEIROGA &
LOPES (2002), pois a positividade pelo PCNA mostrou uma variagédo pronunciada
entre os diversos tumores benignos e malignos, apresentando os segundos uma
imuno-expressao mais acentuada. A expressao de PCNA em um caso de carcinoma

inflamatoério mamario esta representada na Figura 4.
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Figura 4 — Imuno-marcagédo para PCNA em um caso de
carcinoma inflamatério mamario. As setas mostram
exemplos de nucleos positivamente marcados. Imuno-
histoquimica. Fonte: AMORIM et al., 2008.
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DE NARDI (2007) encontrou alto indice de proliferagcdo celular (45%) nos
carcinomas inflamatérios, mostrando que o carcinoma inflamatério € um tumor que
apresenta alta velocidade de crescimento. A Figura 5 representa a imuno-marcagao

de Ki-67 vista em um caso de carcinoma inflamatério mamario.

Figura 5 — Imuno-marcagdo para Ki-67 em um caso de
carcinoma inflamatério mamario. As setas mostram exemplos
de nucleos positivamente marcados. Imuno-histoquimica.
Fonte: AMORIM et al., 2008.

O indice de proliferagdo do PCNA apresentou valor prognéstico ao revelar
uma associagao estatisticamente significativa com a sobrevida total (QUEIROGA &
LOPES, 2002). A relacdo entre elevada expressdo de Ki-67 e outros fatores
conhecidos de pobre progndstico sugerem que os indices da expressao desse
marcador sdo uma ferramenta importante para indicar o prognostico de tumores
mamarios caninos (KADTHUR et al., 2011).

2.6 Células iniciadoras de tumor (CITs)

A teoria mais aceita sobre a etiopatogénese do cancer € que ele se origina de
uma unica célula que adquire a capacidade de se proliferar indefinidamente
(ZANETTI et al., 2011). Células-tronco tumorais sao apropriadamente chamadas por
este nome devido as suas propriedades de células-tronco, incluindo a capacidade de

se dividirem produzindo tanto células-tronco tumorais filhas ou progénies que podem
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se dividir e formar tipos celulares tumorais maduros (COCOLA et al., 2009;
CLEMENTS & JENKS, 2012).

Células-tronco tumorais de mama, também designadas como células
iniciadoras de tumor de mama, possuem competéncia de auto renovacao e
diferenciacdo, assim como células-tronco mamarias normais (SANTILLI et al., 2011;
ZANETTI et al., 2011) e, devido a essas habilidades, s&o alvos de transformacdes
oncogénicas (GUO et al., 2006).

Existe a hipotese de as células-tronco serem células iniciadoras de tumor nos
tecidos devido a duas propriedades unicas. Primeiramente, elas tém um tempo mais
longo dentro do corpo, permitindo-lhes acumular as multiplas mutagbes somaticas
necessarias para proliferacdo celular, ao mesmo tempo em que as mutacdes
alteram/anulam a atividade da enzima-chave em vias importantes para a morte
celular programada. Uma segunda propriedade das células-tronco tumorais € a sua
capacidade de formar multiplos tipos celulares maduros diferentes que tém sido
frequentemente observados em tumores (CLEMENTS & JENKS, 2012).

No cancer de mama humano, as células neoplasicas com caracteristicas de
células-tronco mais estudadas sdo aquelas que expressam fortemente o CD44 e
que tem expressao baixa ou ausente de CD24 (imunofendtipo CD44+CD24-/low)
(ZANETTI et al., 2011). Uma populagao de células CD44+CD24-/low é mil vezes
mais tumorigénica que populagdes de células que ndo possuem este imunofendtipo
(PHILLIPS et al., 2006). A linhagem tumorigénica CD44+CD24-/low compartilha com
células-tronco normais a habilidade de se proliferar intensamente e dar origem a
diversos tipos celulares com potencial de desenvolvimento e proliferagao reduzidos
(ALL-HAJJ et al., 2003, PONTI et al., 2005). Os carcinomas que apresentam este
imunofendtipo sao agressivos, apresentando alta taxa de metastases, sobretudo
metastases 6sseas (SANTILLI et al., 2011; ZANETTI et al., 2011; CLEMENTS &
JENKS, 2012).

Outro marcador para o fenétipo das células-tronco tumorais de mama ¢é a
aldeidodesidrogenase (ALDH). As ALDHs sao uma familia de enzimas envolvidas
na detoxificagdo de uma variedade de aldeidos. Para identificar as células ALDH
positivas, é realizado um ensaio enzimatico, utilizando o reagente comercial
ALDEFLUOR (LORICO & RAPPA, 2011). O ensaio ALDEFLUOR ¢é baseado na
atividade enzimatica da aldeidodesidrogenase-1 (ALDH1). A ALDH1 pode ter um
papel na diferenciacdo das células-tronco, e sua alta atividade esta associada com
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diversos tipos de células hematopoiéticas e progenitoras, tanto em ratos como em
humanos (CHARAFE-JAUFRETT et al., 2009).

CD133 também pode ser um bom candidato para explorar a carcinogénese e
a progressao tumoral estrogeno-dependente. Em linhagens celulares de tumores
mamarios (BRCA1), a expressdao de células CD133 estda associada com
propriedades de células-tronco, assim como o fendtipo CD44+/CD24-/low
(CHARAFE-JAUFRETT et al., 2009). CD133 é bem mais restrito em sua expressao
se comparado com outros marcadores de células-tronco tumorais, como o0 CD44 e a
ALDH, que sao expressos universalmente tanto em células normais como tumorais
(LORICO & RAPPA, 2011). A expressao de CD133 foi recentemente relatada em 22
de 25 casos de carcinoma inflamatério mamario em mulheres (XIAO et al., 2008).

Alguns estudos indicam que as células iniciadoras de tumor sdo mais
resistentes a terapias anti-proliferativas convencionais (HAN & CROWE, 2009) e a
radioterapia (PHILLIPS et al., 2006). A resisténcia das CITs as drogas anticancer &
hipoteticamente baseada em suas propriedades unicas de reduzir a captagao e o
efeito de drogas devido a mecanismos de reparo e anti-imunes, que estdo de acordo
com a resisténcia inerente a uma variedade de agentes convencionais (LI et al.,
2008; SANTILLI et al., 2011).

Varias caracteristicas intrinsecas das células-tronco tumorais fazem com que
essas células sejam menos suscetiveis a quimioterapia e a radioterapia. Essas
caracteristicas incluem: a presenga de bombas de efluxo que permitem que elas
excluam corantes; atividade proliferativa relativamente baixa e altos niveis de
proteinas anti-apoptéticas; além da presenga da ALDH, que metaboliza os farmacos
quimioterapicos como a ciclofosfamida; e os fatores angiogénicos que ajudam a
manter o nicho da célula-tronco (NAKSHATRI et al., 2009).

A glicoproteina-P € uma bomba de efluxo muito estudada no que se refere a
resisténcia a farmacos anticAncer e € amplamente expressa em varios tipos de
tumores humanos. Ela pode detectar e ligar uma grande variedade de farmacos
hidrofébicos assim que entram na membrana plasmatica. Esses farmacos incluem
muitas das drogas comumente utilizadas na terapia anticancer, como a
doxorrubicina, a vimblastina e a vincristina. A ligagdo dos farmacos resulta em
alteragcdes na conformacdo da glicoproteina-P e, posteriormente, na liberacao
desses farmacos para o espago extracelular (GOTTESMAN, 2002).
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O tratamento quimioterapico aumenta a fracdo de CD44+/CD24low/- e a
eficiéncia na formacdo de mamosferas em células residuais do tumor apos o
tratamento, proporcionando assim uma forte evidéncia de uma subpopulacdo de
células iniciadoras de tumor de mama resistentes a quimioterapia (SANTILLI et al.,
2011).

A inibicdo das principais vias reguladoras responsaveis pela auto-renovagao
podem aumentar os efeitos da terapia convencional e melhorar os resultados
clinicos (LI et al., 2008). As terapias que visam especificamente as vias que estédo
desreguladas nas células-tronco do tumor de mama podem aumentar a eficiéncia da
radioterapia no futuro (PHILLIPS et al., 2006).

Geralmente uma alta proporgdo de células-tronco significa um pior
prognostico; no cancer de mama, por exemplo, os tumores menos diferenciados tém
a maior carga de células-tronco tumorais. Alta expressdo de ALDH também é
associada com um progndstico pobre em diversos tipos de tumores, incluindo o de
mama (ALISON et al.,, 2011), além da formagdo de metastases no carcinoma
inflamatério mamario (CHARAFE-JAUFRETT et al., 2010). As populagdes
ALDEFLUOR-positiva, CD44+/CD24- e ALDEFLUOR-positiva, CD44+/CD133+
exibiram um melhor potencial tumorigénico e metastatico (CHARAFE-JAUFRETT et
al., 2009).

Com o estudo das CITs algumas mudangas em relagdo aos tumores de
mama vao ocorrer, como a reclassificacdo dos tumores e o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas visando as células-tronco tumorais (GUO et al., 2006).

3 CONSIDERACOES FINAIS

As neoplasias mamarias estao entre os tumores mais frequentes em cadelas
e sao modelo para o estudo do cancer de mama em mulheres. Desta forma, é de
extrema relevancia o incremento de pesquisas sobre neoplasias de mama na
cadela, pois os resultados destes estudos podem beneficiar o tratamento e, quem
sabe, a prevencao desta enfermidade nas duas espécies. O uso de marcadores
tumorais, tanto em mulheres como em cadelas, auxilia na determinagdo do
prognostico e da sobrevida dos pacientes. O reconhecimento das células iniciadoras
de tumor possibilitara entender melhor outros aspectos da carcinogénese tumoral e,

assim, elaborar terapias mais eficazes e direcionadas para cada paciente.
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