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RESUMO

O cancer € a causa mais comum de morte em cdes em todo o mundo, sendo que 0s tumores
mamarios constituem a neoplasia mais frequente em fémeas caninas. Esses tumores sdo
caracterizados por uma apresentacdo clinica, comportamento bioldgico e caracteristicas
morfoldgicas e moleculares varidveis. Dentre os fatores envolvidos em sua patogénese esta a
exposicao ao estrogeno e a acdo de seu receptor. O receptor de estrogeno-a (REa) é uma
proteina, codificada pelo gene ESR1, amplamente utilizada como marcador molecular de
prognostico para o cancer de mama em mulheres, porém na cadela ainda é pouco utilizado.
Neste trabalho, foi avaliada a expressdo do gene ESR1 por g°PCR em amostras de mama normal,
lesBes epiteliais ndo neoplasicas, tumores mamarios benignos e malignos. Além disso, fez-se
acompanhamento desses animais por um periodo de 2 anos, avaliando a sobrevida global e a
sobrevida livre de doenca. Neste estudo foram utilizadas biopsias de 21 cadelas com tumores
mamarios. No estudo histopatologico foram identificadas 90 lesGes, sendo 19 lesbes epiteliais
nédo neoplasicas, 2 tumores benignos e 69 tumores malignos. Foi encontrado um maior niUmero
de lesdes em animais com mais idade (p<0,05). Animais castrados juntamente com a
mastectomia apresentaram uma sobrevida maior do que animais inteiros (p<0,05). Observou-
se uma menor expressdo do gene ESR1 (p < 0,05) nos tumores malignos em relagcdo as mamas
normais, lesdes epiteliais ndo neoplasicas e aos tumores benignos. Além disso, verificou-se uma
maior expressdo em carcinomas de bom progndstico comparado aos carcinomas do tipo
especial (p<0,05). Sendo assim, sugere-se a utilizagcdo do gene ESR1 como biomarcador de bom

prognostico em cadelas com lesBes mamarias.

PALAVRAS-CHAVE: Tumor de mama em cadelas, ESR1, glandula mamaria, prognostico,

expressao génica.



ABSTRACT

Cancer is the most common cause of death in dogs worldwide and mammary tumors is the most
common neoplasm in female dogs. These tumors are characterized by variable clinical
presentation, biological behavior, morphological and molecular characteristics. Among the
factors involved in its pathogenesis is exposure to estrogen and the action of its receptor. The
estrogen receptor-a (ERa) is a protein, encoded by the ESR1 gene, widely used as a molecular
prognostic marker for breast cancer in women, but it is not used frequently in dogs. In this work,
the expression of the ESR1 gene was evaluated by RT-gPCR in samples from normal breast,
non-neoplastic epithelial lesions, benign and malignant mammary tumors. Furthermore, these
animals were monitored for a period of 2 years, evaluating overall survival and disease-free
survival. In this study, biopsies from 21 dogs with mammary tumors were used. In the
histopathological study, 90 lesions were identified, 19 non-neoplastic epithelial lesions, 2
benign tumors and 69 malignant tumors. A greater number of lesions were found in older
animals (p<0.05). Animals spayed on the same day that mastectomy had a higher survival rate
than intact animals. A lower expression of the ESR1 gene (p < 0.05) was observed in malignant
tumors compared to normal tissue, non-neoplastic epithelial lesions and benign tumors.
Furthermore, there was a higher expression in carcinomas with a good prognosis compared to
special types of carcinomas (p<0.05). Therefore, it is suggested to use the ESR1 gene as a

biomarker of good prognosis in female dogs with mammary lesions.

KEYWORDS: Canine mammary tumor, ESR1, mammary gland, prognostic, gene expression.
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1 INTRODUCAO

O céancer é a causa mais comum de morte em cdes em todo o mundo (GARDNER et al.,
2016; SHIFFMANN; BREEN, 2015). Uma gama diversificada de neoplasmas sdo observadas
na espécie canina, e o tumor de mama canino (TMC) é o tumor mais frequente encontrado em
cadelas e representa uma importante doenca na medicina veterinaria (CHOI et al., 2016,
SIEGEL et al., 2019; MOE, 2001; GILBERTSON et al., 1983, CASSALI et al, 2009). A
carcinogénese € um processo sequencial que envolve uma diversidade de mudancas genéticas
e epigenéticas, que acabam por afetar a expressdo génica, levando ao desenvolvimento das
neoplasias (BAYLIN et al., 2000). Embora a carcinogénese mamaria ndo esteja completamente
elucidada, sabe-se que o estrégeno e progesterona exercem importante papel na iniciacdo e
progressao deste tumor (DONNAY et al., 1995; SORENMO et al., 2011). Esse papel se deve
em grande parte a ligacdo do hormonio com seu receptor. No caso do receptor de estrégeno o
(RE), sua ativagdo leva a estimulagcdo de diversos fatores de transcricdo que irdo atuar na
regulacdo de genes responsivos ao estrogeno, muitos deles responsaveis pelo crescimento
tumoral (KROLIK; MILNEROWICZ, 2012).

Devido a sua importancia na progressao tumoral, o REa, juntamente com o receptor de
progesterona (RP) e com o receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER2), compde o
painel imuno-histoquimico diagndstico e progndéstico do cancer de mama na mulher (SORLIE
et al., 2001), alem de ser alvo nas terapias hormonais (VINOGRADOVA et al., 2020). Na
medicina veterinaria a fun¢do do REa como marcador diagndstico e progndstico ainda ndo esta
bem estabelecida, embora muitos trabalhos tenham encontrado uma menor expresséo desta

proteina em neoplasias mamarias mais agressivas (PENA et al., 2014).
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Desta forma, a presente dissertacdo prop0s, através do estudo de biopsias tumorais e
mamas sadias, identificar e quantificar a expressdo do gene ESR1, associando com as
classificagcOes clinicas e histopatoldgicas, verificando assim, seu potencial como um fator de

prognostico da progressao clinica da doenca.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar a expressdo do gene ESR1 em cadelas com

tumor de mama como biomarcador de progndstico.

1.2.2 Objetivos especificos

I.  Caracterizar os dados clinico-patolégicos dos pacientes incluidos no estudo as

associacgdes histopatoldgicas.

[l.  Avaliar a expressdo do gene ESR1 em tumores de mama malignos, benignos, lesdes

epiteliais ndo neoplasicas e mamas sadias.

I1l.  Comparar a expressao do gene ESR1 entre neoplasia malignas.

IV. Identificar se hé relacdo do tamanho do tumor com a expressao do gene ESR1.

1.3 Justificativa

O mercado pet cresce cerca de 3,5% ao ano no mundo. Na ultima década, as grandes
poténcias dessa expansao vém sendo os paises em desenvolvimento, como o Brasil e a China.
No Brasil, de 2006 para 2019, o faturamento da industria de produtos para animais de estimagédo
passou de R$ 3,3 bilhGes para R$ 22,3 bilhdes (INSTITUTO PETBRASIL, 2020). Esses valores
englobam a movimentacdo das industrias e das empresas que fazem parte da cadeia de
distribuicdo dos segmentos de alimentos, medicamentos veterinarios e cuidados com satde e
higiene dos pets. Em 2019, o setor pet representou em 0,30% do PIB nacional, sendo
responsavel por uma fatia maior do que outros setores relevantes, como o0 de automacéo
industrial (0,08%). Mais do que “apenas” representativo e volumoso, o setor de produtos para
animais de estimacdo € um setor essencial, que esta intimamente ligado a vida dos brasileiros.

Ele é fundamental para garantir, além do bem-estar dos cées, ainda manter o funcionamento de
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uma cadeia produtiva complexa e estruturada tais como de alimentos, remedios e servicos .
Estimativa do Instituto Pet Brasil (IPB) indica que a populagdo pet brasileira atingiu
aproximadamente 139,3 milhdes de animais em 2018. S&o 54,2 milhdes de caes; 39,8 milhdes
de aves; 23,9 milhdes de gatos; 19,1 milhdes de peixes e 2,3 milhGes de répteis e pequenos
mamiferos. Em 2013, a populacdo pet no Brasil era de cerca de 132,4 milhdes de animais
(IBGE, 2013). O censo pet no Brasil é realizado a cada 10 anos, sendo o0 proximo previsto para
0 ano de 2023.

A importancia dos TMC tem aumentado devido a frequéncia com que casos de neoplasia
surgem na clinica dos animais de companhia e as semelhancas que tém com os tumores de
mama na mulher. Atualmente, estima-se que a cada ano, cerca de 6 entre 70 milhdes de cées
nos EUA desenvolvem cancer (CENTER FOR CANCER RESEARCH, 2019). Para cées de
estimacdo, tanto a expectativa de vida quanto a incidéncia de cancer variam entre as racgas e 0s
paises (KENT et al., 2018). Como esperado, o risco aumenta com a idade, visto que 50% dos
cées com 10 anos ou mais morrem devido a diferentes tipos de neoplasias (MERLO et al.,
2008).

A cada dia tem crescido o numero de tutores preocupados com a prevencao de doencas
nos pets e ndo somente com o tratamento da doenca. Mostrando ser um reflexo do modo de
criacdo dos animais dentro de casa, dividindo 0 mesmo espaco social das familias. Em muitos
lares o cdo € criado como um membro da familia o qual necessita de exames periddicos como

nos humanos.

Entretanto, o tumor de mama na veterinaria ainda € diagnosticado tardiamente, levando
a um pior prognostico, podendo inclusive ser necessario um nimero maior de procedimentos
como cirurgias, por necessidade da remocéo de mais glandulas comprometidas e aumentando
0s gastos por parte dos tutores desses animais. Devido a elevada incidéncia do cancer de mama
em caninos as pesquisas acerca desse tema vém crescendo em relacéo a outras afeccoes, bem
como a exigéncia por parte dos tutores de que seus animais recebam atencdo e tratamentos

semelhantes aos prestados a pacientes humanos (DALECK et al., 2008).

Além disso, outro viés muito importante que justifique a relevancia deste trabalho é que
tumores de ocorréncia natural em animais sdo excelentes modelos de cancer humano devido as
suas caracteristicas genéticas e patoldgicas semelhantes. Como parte da iniciativa One Health,
aoncologia comparativa é uma area de pesquisa importante para novas descobertas diagndsticas
e terapéuticas tanto para humanos e animais (DAVIS; OSTRANDER, 2014).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cancer

Envolvendo dindmicas mudancas no genoma, o cancer é uma classe de doencas que
pode se desenvolver em qualquer tecido do corpo. O surgimento do neoplasma é o resultado de
alteracOes genéticas e epigenéticas que influenciam no controle e atividade de diversos genes,
especialmente os envolvidos nos processos de diferenciacdo, crescimento e apoptose,
promovendo uma proliferacdo celular anormal e desordenada (LEVITT; HICKSON, 2002;
VOGELSTEIN; KINZLER, 2004; SADIKOVIC et al., 2008; ALI; SIOBLOM, 2009).

Alteracfes em oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo de DNA
podem levar a defeitos nos processos bioldgicos regulatérios que controlam a proliferacao
celular e a homeostase, culminando no desenvolvimento tumoral. O cancer, no entanto, ndo é
apenas uma massa de celulas em proliferacdo, mas sim um tecido complexo e heterogéneo,
composto por varios tipos celulares que interagem entre si participando da iniciacdo e
progressao tumoral, bem como do desenvolvimento de metastases (HANAHAN; WEINBERG,
2000). Esta heterogeneidade contribui para que o0 mesmo tipo tumoral possua comportamentos

clinicos distintos referentes ao tratamento e manejo da doenga (CROCE et al., 2008).

HANAHAN e WEINBERG (2000) enumeraram uma serie de eventos que participam
da iniciagdo e desenvolvimento do cancer (FIGURA 1). Esses eventos incluem:
autossuficiéncia em sinais de proliferacdo celular, insensibilidade aos sinais antiproliferativos,
evasdo a apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasao tecidual e
metéstase, instabilidade gendémica, promocdo de inflamacdo, desregulacdo energética

metabdlica e evasao a destruigdo imunologica.
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Figura 1- Eventos caracteristicos do cancer. Fonte: Adaptado Hanahan; Weinberg (2011).

2.1.2 Iniciagéo e incidéncia do cancer de mama

O céancer de mama é o de maior incidéncia tanto nas mulheres adultas quanto em fémeas
caninas ndo castradas (SIEGER et al., 2016; SORENMO et al., 2011). Segundo Jemal et al
(2011) é a neoplasia de maior prevaléncia e a principal causa de morbidade e mortalidade entre
mulheres do mundo todo. Este tumor acomete mulheres de meia idade (50-64 anos) e fatores
como uso de terapias hormonais, idade a menarca e menopausa, quantidade de gestaces, dieta,
bem como hereditariedade, podem predispor ao desenvolvimento neoplasico nas mamas
(MCPHERSON et al., 2000). Foi estimado que o cancer de mama no Brasil representa 28,1%

dos cénceres diagnosticados em mulheres (INCA, 2016).

Né&o existe estudo nacional semelhante para o cancer em cadelas, entretanto em estudo
retrospectivo de 19 anos conduzido na Universidade Federal de Santa Maria, o cancer de mama
em cadelas teve uma prevaléncia anual de 36,3% a 49,2% (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). A
literatura internacional também relata elevada incidéncia de tumores mamarios caninos
(SALAS et al., 2015; VASCELLARI et al., 2016). Choi et al., 2016 identificou as neoplasias
mamarias caninas como sendo o principal tipo de neoplasma correspondendo a
aproximadamente 52% dos tumores que ocorrem em fémeas na espécie canina (VASCELLARI
et al., 2016).

Nas mulheres, 0s estrogénios desempenham um papel fundamental no desenvolvimento

dos ductos mamarios na puberdade, durante o ciclo menstrual e também durante a gravidez
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(HILTON et al.,, 2018; MACIAS; HINCK, 2012; ARENDR; KUPERWASEER, 2015;
STINGL, 2011; STERNLICHT et al., 2006). Eles também atuam no desenvolvimento e
progressao do cancer de mama devido as suas propriedades pro-proliferativas e anti-apoptoticas
(PARL et al., 2009; SANTEN et al., 2009; CHEN et al., 2013).

Em fémeas caninas, a etiopatogenia do cancer é multifatorial, depende da interacéo de
multiplos genes e fatores ambientais, dessa forma, acredita-se que o aumento progressivo da
expectativa de vida dos animais aumente a probabilidade de alteragbes acumularem-se no
material genético predispondo o acometimento de neoplasias (SORENMO et al., 2011). Sabe-
se que os receptores de estrégeno e progesterona estdo intimamente envolvidos no mecanismo
da formac&o de tumores mamarios, uma vez que estimulam a proliferacdo do epitélio, ocorrendo

aumento na possibilidade de ocorréncia de mutagdes (PENA et al., 2014).

Tanto na mulher quanto na cadela a massa tumoral pode se originar dos tipos celulares
gue compde o sistema ducto-lobular da glandula mamaria, ou seja, pode ter origem no epitélio
luminal dos ductos ou dos alvéolos e/ou nas células mioepiteliais que os circundam (FIGURA
2). A metaplasia 6ssea e/ou condroide é comumente observada nos tumores mamarios caninos
e pouco frequente nas mulheres (PENA et al., 2014; WEIGELT; REIS-FILHO, 2014). Essas
alteracdes no perfil molecular do epitélio mamario sugerem que lesdes intraepiteliais ou
intraductais (hiperplasia ductal e lobular e carcinoma ductal in situ) representam estagio
evolutivos no processo de progressao neoplasica maligna (FERREIRA et al., 2010; 2012).
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NORMAL HIPERPLASIA HIPERPLASIA CARCINOMA CARCINOMA
SEM ATIPIA ATIPICA IN SITU INVASIVO

Figura 2 - Etapas de formagdo do carcinoma invasivo. A figura representa um ducto normal, composto pelo epitélio
luminal delimitado pelas células mioepiteliais e membrana basal. Na parte inferior da imagem observa-se uma
formacéo hiperplasica em direcdo ao centro do ducto, passando a apresentar atipia celular. Num préximo estéagio
0 aumento da atipia celular e da proliferagdo caracterizam o carcinoma in situ, que tem seu crescimento projetado
para o centro do ducto. No estagio mais avangado, as células neoplésicas conseguem ultrapassar as celulas
mioepiteliais e a membrana basal, caracterizando um carcinoma invasivo. Fonte: Adaptado de CASSALI et al.,
(2014).

A obesidade parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento de TMC
(SORENMO, 2003; SLEECKX et al., 2011; SORENMO et al., 2011). Alguns estudos relatam
uma correlacdo entre obesidade e dietas ricas em gordura e o risco de desenvolver TMC
(PEREZ ALENZA et al. 2000). Lim e colegas (2015) demonstraram que a proporcao de
tumores mamarios pouco diferenciados foi significativamente maior em caes com sobrepeso ou
obesos (LIM et al., 2015). Esses achados podem estar relacionados ao aumento dos niveis de
estrogénios livres biodisponiveis resultantes da fungéo prejudicada da globulina de ligacdo aos
horménios sexuais em cadelas obesas (SORENMO, 2003, SORENMO et al., 2011).

2.1.3 Aspectos anatdmicos da glandula mamaria canina

A glandula mamaéria é classificada como glandula apécrina tubuloalveolar composta,
consistindo de estroma (tecido conjuntivo), parénquima (porcdo epitelial), ductos, vasos e
nervos. Estd presente sob forma de linhas mamarias subepidermais, em fases precoces do
embrido e, nos animais do sexo feminino, tem desenvolvimento fetal aumentado apo6s o
nascimento (FRANDSON, 1979). As glandulas mamarias distribuem-se em duas cadeias
(FIGURA 3) e a sua nomenclatura (M1, M2, M3, M4 e M5) é atribuida de acordo com a sua
localizacdo. Na cadela, se identificam geralmente cinco pares de glandulas: dois pares toracicos
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(craniais e caudais); dois pares abdominais (craniais e caudais) e um par inguinal (FELICIANO
etal., 2012).

Figura 3 - Distribui¢do das glandulas mamarias. (A) Fémeas canina em decubito dorsal com a nomenclatura das
glandulas mamarias conforme sua localiza¢éo. (B) Medigdo do neoplasma. Fonte: do autor (2022).

As glandulas mamarias diferenciam-se durante os sucessivos estagios de vida do animal
(KOLB, 1987). Na fémea que ndo atingiu a puberdade é formada por um sistema tubular
ramificado rudimentar, ligado aos ductos lactiferos. Quando sob o efeito dos estrogenos
(puberdade), o sistema tubular se desenvolve, com discreto aumento de células adiposas.
Portanto, o volume externo da mama aumenta ligeiramente, 0 que acontece, sobretudo nas
abdominais caudais e inguinais. Os esterdides atuam significativamente sobre as glandulas da
cadela, e o tipo de ciclo estral destes animais determina uma acao prolongada durante o estro,
que retorna ao seu nivel basal cerca de 80 a 100 dias apds o inicio do estro.

Dessa forma, as glandulas mamarias se diferenciam, evoluem e involuem repetidamente
a cada ciclo estral. Assim sendo, modificacdes organizacionais do tecido glandular, apesar de
fisiologicas, podem levar ao desenvolvimento, em qualquer local desse tecido, mas

especialmente na regido epitelial, de alteracBes neoplasicas diversas (ZUCCARI et al., 2001).
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2.1.4 Diagnostico e estadiamento

Os TMC geralmente se apresentam como nddulos circunscritos de dimensdes variaveis,
consistentes, moveis ou aderidos a musculatura, a ulceracdo cutanea e inflamacgéo periférica
podem ou ndo estar associadas. Frequentemente, multiplos tumores podem ser observados em
uma unica glandula mamaria ou podem envolver simultaneamente mais de uma glandula

mamaria com diferentes tipos histologicos.

O processo de diagndstico do cancer de mama da cadela inicia com uma anamnese e
exame fisico completos, seguidos pelo estadiamento da neoplasia mamaria através do sistema
TNM, originalmente proposto pela Organizacdo Mundial da Saiude (OWEN, 1980) e
posteriormente adaptado (SORENMO et al., 2013). O sistema TNM (TABELA 1) é baseado
no tamanho da neoplasia (T1<3 cm; T2= 3- 5 cm; T3 > 5 cm), a formagdo de metastases,
podendo ser classificadas em regional, nos linfonodos regionais (NO- sem metéstase; N1-
presenca de metastase) ou a distancia, ocorrendo por via linfatica ou hematégena (MO — sem
metéstase; M1 presenca de metastase) (OWEN, 1980; Cassali et al., 2011, 2014, 2020) .

A formacdo de metéstases a distancia pode ocorrer primeiramente no pulmao,
posteriormente em linfonodos cervicais superficiais, esternais ou inguinais profundos e/ou em
tecido hepatico, renal e, menos frequentemente, 6sseo, cardiaco ou pele (LANA et al., 2007).
A drenagem linfética dos tumores mamarios caninos € complexa, tendo sido demonstrada a
existéncia de comunicacdes linfaticas entre a cadeia mamaria direita e a cadeia mamaria
esquerda e entre glandulas adjacentes de uma mesma cadeia; esta distribui¢do contribui para a
ocorréncia de metéstases (FELICIANO et al., 2008).

A avaliacédo de metastases em linfonodos regionais é determinada por meio da avaliacéo
citologica (CHOI et al.,, 2016) ou histopatoldgica (CASSALI et al., 2014), enquanto as
metéstases a distancia sdo avaliadas pelos exames de imagem, atraves do exame
ultrassonografico abdominal e exame radiografico de térax em trés projecoes (lateral direita e
esquerda e ventro-dorsal) (THRALL, 2019). Lesdes pulmonares inferiores a 6 mm de diametro
dificilmente sdo detectadas pelo exame de raio-x, sendo indicada a avaliacdo pela tomografia
computadorizada para diagnostico precoce (SORENMO, 2003; CASSALLI et al., 2020).



Tabela 1 - Estadiamento clinico para tumores mamarios caninos de acordo com o sistema TNM.
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T — Tumor Priméario

T1 Diametro maximo < 3 cm
T2 Diametro maximo 3 —5cm
T3 Diametro maximo > 5 cm

N — Linfonodo Regional

NO

Sem metastase

N1

Presenca de metéstase

M — Metastase a distancia

MO Sem metéstase

M1 Presenca de metastase
Estagios

I T1NO MO

1 T2 NO MO

Il T3 NO MO

v Qualquer T N1 MO

\Y Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: OWEN (1980); CASSALI et al. (2011; 2014; 2020).

2.1.5 Classificagéo histologica dos tumores mamarios e tratamento

Diversos métodos de classificacdo histopatoldgica foram propostos para os tumores

mamarios caninos e se baseiam na identificacdo morfologica das células permitindo um

diagnostico preciso em muitas neoplasias (CASSALL et al., 2014). Ao longo dos anos, varias

classificagOes foram propostas, a mais conhecida é a de Misdorp et al. (1999) e Goldschmidt et
al. (2011). No Brasil, a classificagdo foi atualizada por Cassali et al. (2014, 2017, 2020) com o

consenso para o diagndstico, prognostico e tratamento dos tumores mamarios, conforme

descrito no Quadro 1.



Quadro 1 - Classificacéo histoldgica dos tumores mamarios caninos.
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1. LesOes epiteliais ndo neoplésicas
1.1 Hiperplasia ductal

1.2 Hiperplasia lobular

1.3 Adenose

1.4 Ectasia de ductos mamarios

1.5 Les0es de células colunares

1.5.1 Alteragdo de células colunares
1.5.2 Hiperplasia de células colunares
1.5.3 Lesdo de células colunares atipicas

2. Tumores Benignos
2.1 Adenoma

2.2 Adenomioepitelioma
2.3 Mioepitelioma

2.4 Adenoma basaldide
2.5 Fibroadenoma

2.6 Tumor misto benigno
2.7 Papiloma ductal

2.8 Tumor filoides

3. Tumores malignos

3.1 Carcinomas

3.1.1. Carcinoma In Situ

3.1.1.1 Carcinoma ductal In Situ
3.1.1.2 Carcinoma lobular In Situ
3.1.2 Carcinoma em tumor misto

3.1.3 Carcinoma papilar

3.1.4 Carcinoma tubular

3.1.5 Carcinoma sélido

3.1.6 Carcinoma basaldide

3.1.7 Carcinoma cribiforme

3.1.8 Tipos especiais de carcinomas
3.1.8.1 Carcinoma micropapilar
3.1.8.2 Carcinoma lobular pleomorfico
3.1.8.3 Carcinoma secretorio

3.1.8.4 Carcinoma mucinoso

3.1.8.5 Carcinoma rico em lipidio
3.1.8.6 Carcinoma rico em glicogénio
3.1.8.7 Carcinoma de células escamosas
3.1.8.8 Carcinoma Cell-spindler
3.1.8.9 Carcinoma com diferenciacéo sebacea
3.2 Neoplasias mioepiteliais

3.2.1 Adenomioepitelioma maligno
3.2.2 Mioepitelioma maligno

3.3 Sarcomas

3.3.1 Fibrosarcoma

3.3.2 Osteosarcoma

3.3.3 Carcinosarcoma
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3.3.4 Sarcoma em tumor misto
3.3.5 Outros sarcomas

3.3.5.1 Condrosarcoma
3.3.5.2 Liposarcoma

3.3.5.3 Hemangiosarcoma
3.3.5.4 Sarcoma filoide

Fonte: Modificado por CASSALI et al. (2014).

Assim, o diagndstico preciso, bem como a diferenciagdo entre neoplasias benignas e
malignas, € importante para o sucesso dos protocolos de tratamento (KUMAR et al., 2020).
Paralelamente ao exame histopatoldgico, a técnica de imuno-histoquimica tem se mostrado uma
importante ferramenta para a identificacdo de novos marcadores prognosticos (PENA et al.,
2014). Esta técnica permite a visualizagdo, por cor, da ligacdo entre um anticorpo especifico e

um antigeno presente nas células tumorais (PENA et al., 2014).

Na medicina humana existe um painel de marcadores estabelecido para uso no
prognostico clinico de mulheres com cancer de mama (ZAHA et al., 2014). Este painel
determina a classificagdo fenotipica e inclui os receptores de estrogénio e progesterona e HER-
2 (ZUCCARI et al., 2008; FERREIRA et al., 2009).

De acordo com a presenca ou auséncia dessas moléculas nos ensaios de imuno-
histoquimica, os tumores mamarios em humanos séo classificados como: Luminal A, Luminal
B, os que superexpressam HER2, os Basal-like ou Triplos Negativos (TN). Os do tipo Basal-
like e triplo negativo ndo apresentam nenhum destes trés marcadores e se diferenciam quanto a
expressao de citoqueratinas, sendo considerados 0s tipos mais agressivos de cancer de mama
(SORLIE et al., 2001).

Entretanto na medicina veterinaria, existem poucos estudos atualmente com foco nessa
classificacdo fenotipica e resultados conflitantes (VARALLO et al., 2019). Tentou-se adaptar
este painel imuno-histoquimico para o prognostico de tumores de mama de cadelas. O anticorpo
componente do protocolo HercepTest (DAKO, Glostrup, Dinamarca), por exemplo, que é
utilizado para a deteccdo de HER2 no cancer de mama de mulher, foi testado e mostrou ter
reatividade inconstante em tecidos mamarios caninos (BAILEY; WESTERLING; BROWN,
2015). Além do seu papel na determinacdo prognoéstica no cancer de mama da mulher, 0 RE
possui grande importancia no direcionamento do tratamento. Terapias hormonais sao
amplamente utilizadas no tratamento de cancer de mama RE positivo da mulher, desta forma

as drogas antagonistas de estrogeno, como o tamoxifeno (VINOGRADOVA et al., 2020).
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O tratamento de escolha para o tumor de mama canino é a mastectomia, podendo ser
associado aos quimioterapicos. A quimioterapia é considerada um tratamento adjuvante para
tumores quando a excisao cirurgica produz resultados insatisfatérios ou em casos de tumores
inoperaveis (MARCONATO et al., 2008; LAVALLE et al., 2012; DE CAMPOS et al., 2016).
Radioterapia adjuvante e terapia endocrina com antiestrogénicos, como tamoxifeno, nao
mostraram nenhum beneficio em comparacdo com a cirurgia isolada em cdes (NOVOSAD,
2003). Citrato de tamoxifeno é um inibidor seletivo de receptores de estrogénio e exerce um
potente efeito anti-estrogénio na glandula mamaria impedindo a estimulacdo de células
cancerosas existentes. No entanto, demonstrou efeitos anti estrogénicos e estrogénicos
causadores de piometra (TAVARES et al., 2010; SLEECKX et al., 2011).

O beneficio da OSH no momento da excisdo dos tumores mamarios permanece
ambiguo. Alguns estudos ndo defendem vantagens significativas para cdes tratados por
mastectomia e ovariohisterectomizados a0 mesmo tempo que as submetidas apenas a
mastectomia (SCHNEIDER et al., 1969; MORRIS et al., 1998).

A biologia molecular tem ampliado o conhecimento das alteracdes genéticas do cancer
na veterinaria (KUSEWITT, 2013). Através do conhecimento gendmico, é possivel identificar
varias alteracBes envolvidas na patogénese da doenca e também no progndstico, visto que
fornecem informacGes acerca da origem do processo, presenca ou ndo de receptores
(TIMMERMANS-SPRANG et al., 2017).

2.2 Receptor de estrégeno

O RE € uma proteina existente no nucleo de determinadas células, também encontrado
em menores propor¢des na membrana plasmatica e no citoplasma (PRESS et al., 1986;
RAZANDI et al., 1999). Esse receptor ¢ normalmente encontrado em células do ovério e do
endometrio e apresenta elevada afinidade pelo estrogeno (E2), que exerce importante papel
fisiologico na maturacdo dos 6rgdos reprodutivos femininos e desenvolvimento da glandula
maméria. A unido dos estrdgenos com seu receptor ocorre gragas a complementaridade
estrutural entre essas moléculas, como em um sistema de chave e fechadura. Essa ligagéo leva
a uma série de reacdes quimicas que culminam com a expressdo de certos genes
(BOCCHINFUSO; KORACH, 1997; LUBAHN et al., 1993).
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O E2 é um hormonio esteroide predominantemente sintetizado pelos foliculos ovarianos
de mamiferos e secretado no sangue e também é sintetizado perifericamente nas células que
expressam a enzima aromatase. Sua natureza lipofilica permite que ele passe livremente através
das membranas celulares, acessando células dentro de muitos tecidos. O que permite que o0 E2

atinja especificamente certas células é seu transdutor, o RE (CUI et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de pesquisa e materiais

O modo de abordagem da pesquisa classifica-se como quantitativo. Quanto ao objetivo
da pesquisa, é um estudo exploratério descritivo que utiliza como procedimento técnico a forma

experimental e levantamento de dados de forma longitudinal.

Para este estudo, um total de 90 bidpsias de tumores de mama foram coletadas de 21
cadelas de diferentes racas com idades entre 5 e 16 anos com neoplasia mamaria. Quatorze
glandulas mamarias normais, de sete cadelas de diferentes racas foram utilizadas como controle,

pois ndo apresentavam nenhum nddulo ou tumor nas mamas.

Os animais incluidos no estudo foram casos clinicos oriundos do Centro Clinico
Veterinario de Teutdnia — CenterVet (Teutdnia/RS). Além da coleta de informacdes, incluindo
idade, raca, sexo, escore corporal, historico de ovariohisterectomia, informacdes sobre o

tamanho do tumor (comprimento maximo).

Para o recrutamento foram realizados exames de imagem (radiologia e ultrassonografia
abdominal) e exames hematoldgicos (hemograma e bioquimico) para averiguar possiveis
metéstases e outras doengas. Os animais que ingressaram no estudo foram acompanhados no
primeiro semestre a cada 2 meses para avaliagao clinica e coleta de sangue e exames de imagem,
e apds a cada 3 meses totalizando o periodo de 24 meses apos a cirurgia, tendo-se desta forma

a avaliacdo da evolucao pds-operatdria da doenca.
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3.2 Aspectos éticos

Para participacdo do experimento, foi solicitado a leitura e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 1) aos tutores dos animais selecionados. Os
pesquisadores comprometeram-se a ndo revelar a identidade dos animais e participantes, apenas

apresentando os resultados em eventos cientificos e de forma generalizada.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da

Universidade do Vale do Taquari , sob o nimero de protocolo 23 (Anexo 2).

3.3 Coleta de dados

Os animais selecionados foram cadastrados em fichas individuais (Anexo 3) para
registro do historico do paciente. Vinte e oito fémeas caninas, destas sete cadelas identificadas
como controle (animais eutanasiados por motivo ndao experimental), sem tumores mamarios,
tiveram suas mamas M4 esquerda e direita coletadas e 21 cadelas portadoras de neoplasia
mamaria foram submetidas ao procedimento cirdrgico de mastectomia, conforme localizacao
da neoplasia e do Guideline (QUADRO 2).

Quadro 2 - Guideline para determinar a técnica cirrgica e extensdo para tumores Gnicos mamarios, dependendo
da localizacéo.

Localizagio | Tamanho do tumor | Tipo de cirurgia

M1 <3cm(TI) Mastectonma regional (M1-M2 + hinfonodo axilar)
=3cm (T2 ouT3) Mastectomia unilateral

M2 <3cm(TI) Mastectona regional (M1, M2, M3 + linfonodo axilar)
=3em (T2ouT3) Mastectomia unilateral

M3 Qualquer tamanho Mastectomia unilateral
(T1, T2 ou T3)

M4 <3cem (T1) Mastectomia regional (M3, M4, M35 + linfonodo inguinal)
>3cem (T2 o0uT3) Mastectomia unilateral

M35 <3cm (T1) Mastectomia regional (M4-M35 + linfonodo inguinal)
>3cem (T2 o0uT3) Mastectomia unilateral

Tumores associados com outros fatores prognosticos negativos devem ser submetidos a
mastectomia unilateral

Fonte: CASSALI et al., (2020).



27

3.3.1 Avaliacédo hematoldgica

Por meio de venopunc¢do com agulha 25 x 0,7 mm acoplada a uma seringa de 10 mL,
foram coletadas amostras de 5-8 mL de sangue da veia cefélica ou veia jugular. O sangue foi
armazenado em 2 tubos de coleta: 1 tubo com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) para realizacdo de hemograma, 1 tubo com anticoagulante heparina para anélise
bioquimica. Para estes exames, a amostra sanguinea foi homogeneizada por um minuto. Em
seguida, a amostra foi processada em equipamento pocH-100iV Diff, empresa Sysmex,
fornecendo valores de contagem total de hemécias, hematocrito, hemoglobina, volume globular
médio, hemoglobina globular média, concentracdo de hemoglobina globular média, plaquetas

e leucdcitos totais.

Para andlises bioguimicas uma amostra sanguinea foi armazenada e conservada com
anticoagulante heparina, sendo analisados o perfil renal (ureia e creatinina) e o hepéatico (ALT,
AST, FA) como de rotina pré cirirgica. As amostras foram processadas em equipamento
Reflotron Plus, da empresa Roche, com Kits comerciais. Para obtengéo do soro a amostra sem
anticoagulante foi colocada em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. Apds, centrifugada a 3.000
rotacbes por minuto por 10 minutos. O soro adquirido foi fracionado em quatro aliquotas

proporcionais e congeladas a -80 °C até a realiza¢do dos ensaios.

3.3.2 Pesquisa de metastases

A avaliacdo radiografica para pesquisa de metastase pulmonar foi realizada por meio de
3 radiografias (latero-lateral direita, latero-lateral esquerda e ventro dorsal). De acordo com
Thrall (2019), considera-se positivo para metastase pulmonar os animais que apresentaram
padrdo pulmonar intersticial estruturado com a existéncia de nddulos acima de 7 — 9 mm de
didmetro, para evidéncia radiografica de metéstase pulmonar. A avaliacdo ecografica para
pesquisa de metastase em 6rgdos abdominais foi realizada com énfase em baco, figado,

pancreas e linfonodos.

3.3.3 Analise Histopatologica

As amostras de tumores mamarios e glandulas mamarias sadias foram obtidas de pecas

cirurgicas fixadas em formalina a 10% tamponado por 24 a 72 horas. O processamento
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histolégico de rotina foi realizado junto ao Laboratorio de Patologia Veterindria da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As lesdes foram classificadas de acordo com o World
Classificacdo da Organizacgdo da Saude (OMS) (Misdorp et al., 1999), atualizada por Cassali et
al. (2014, 2017, 2020).

3.3.4 Acompanhamento do estudo

A sobrevida livre de doenca (SLD) e a sobrevida global (SG) foram calculadas a partir
do dia da cirurgia até 0 momento da recorréncia/metastase ou 6bito, respectivamente. A causa
da morte foi considerada como morte natural devido a progressdo tumoral com ocorréncia de
metastase a distdncia, ou eutanasia animal por razdes humanitarias em casos de cancer em
estdgio terminal com presenca de metastase a distancia juntamente com evidéncias de
sofrimento do animal. Nos casos com mais de um tumor maligno, optou-se pela neoplasia com
caracteristicas histoldgicas mais agressivas para realizar as associagdes estatisticas com as

varidveis de seguimento e com a sobrevida.

3.4 Avaliacdo da expressdo do gene ESR1
3.4.1 Extracdo de RNA e sintese do cDNA

As amostras de tecidos colhidas na mastectomia foram lavadas com PBS e incubadas
em solucdo de RNALater (Invitrogen, EUA). Os tecidos foram armazenados em geladeira a 4°C
por 24 horas e, em seguida, foram congelados a -80°C até a extracdo do RNA total. O RNA
total de 100mg de bidpsias de tumores foi extraido utilizando o kit Illustra RNAspin (GE®,
EUA) e tratado com DNase | (Invitrogen, Life Technologies) e posteriormente as amostras
foram quantificadas em NanoDrop 200TM (Thermo Fisher Scientific, EUA). A integridade do
RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose. Apos a extracdo do RNA total foi
realizado o tratamento das amostras com DNase I® (Invitrogen). A sintese da cadeia
complementar de DNA (cDNA) foi realizada a partir de 2,0 ug de RNA usando a enzima

transcriptase reversa (M-MLV Invitrogen).
3.4.2 Reacgdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCR)

Para a padronizacdo da técnica de qPCR foi realizada uma curva de eficiéncia de cada
iniciador, utilizando cDNA de mama normal, na propor¢ao de 1:1, 1:10, 1:20, 1:100 e 1:1000.
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Com base nos resultados obtidos para o gene GAPDH, a concentracdo de 1:20 de cDNA foi a
escolhida para ser utilizada em todos os experimentos. Os ensaios SYBR Green qPCR foram
realizados em um termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA) para avaliar a
expressdo do gene ESR1 e GAPDH (gene de referéncia). Reag¢oes de 10 pL foram realizadas
em quadruplicatas. Cada reagdo continha 2 pL de cDNA (diluido 1:20), 2 uL de agua, 0,5 pL.
de cada primer (QUADRO 3) ¢ 5 uLL de Master Mix. Os parametros da reacdo qPCR foram os
seguintes: uma pré-corrida a 95 °C por 15 min, 45 ciclos com uma etapa de desnaturacdo de 15
s a 95 °C, seguida por uma etapa de anelamento a 60 °C por 30 s e uma extensdo de 72 °C.
etapa por 30 s e uma etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min. Curvas de fusdo foram
realizadas com aumento de 0,3 °C a cada 30 s. A deteccdo de fluorescéncia foi realizada
imediatamente ao final de cada etapa de anelamento e a especificidade da amplificagéo foi
confirmada pela analise das curvas de fusdo. A eficiéncia da PCR foi avaliada com o software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003; RUIJTER et al., 2009). A razdo de expressao relativa
foi calculada em comparacgdo com a expressdo média aritmética do gene de referéncia GAPDH
como descrito anteriormente (PFAFFL, 2001).

Quadro 3 - Sequéncia de primers usados para reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Fonte: Do autor
(2022).

Gene Sequéncia do Primer (5’ - 3°) Amplicom (pares de bases) | N° acesso

ESR1 Fw: CACATGCGAGCACATTCCTT 189 NM_001286958.2
Rev: GGTGTGGAGGGTCATGGTCA

GAPDH* | Fw: CATTGCCCTCAATGACCACT 105 NM_001003142.2
Rev: TCCTTGGAGGCCATGTGGAC

* Gene de referéncia

3.5 Andlise de dados

Os dados da expressdo génica foram analisados pelo teste de Mann-Whitney e teste de
Kruskal-Wallis. A anélise de correlacdo entre os dados idade e tamanho dos tumores e
expressao génica foi feita pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. Curvas de sobrevivéncia
foram calculadas usando o método de Kaplan-Meier e o teste de log rank foi utilizado para
analisar a diferenca entre os diferentes grupos definidos para cada varidvel. Todas as analises
estatisticas foram feitas no programa Graphpad Prism 9 (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS

4.1 Clinico-patolégicos

Cento e quatro amostras de tecido mamario de um total de 28 fémeas caninas foram
incluidas neste estudo. Sendo 90 bidpsias, colhidas de 21 cadelas com tumores de mama e 14
bidpsias de 7 cadelas com mamas sadias. Das 21 fémeas submetidas a ressec¢do tumoral para
tratamento cirurgico do TMC, a distribui¢éo das racas foi: Shihtzu (1), Lhasa Apso (1), Pinscher
miniatura (2), Poodle (2) e animais sem raca definida (15). A idade das fémeas acometidas pelo

TMCs neste estudo foi entre 6 e 15 anos (média de 11 anos).

Com base na classificacdo histopatoldgica do total de 90 lesbes identificadas e
avaliadadas no presente estudo, 21% (19) eram lesdes epiteliais ndo neopléasicas, 2% (2) eram
tumores benignos e 77% (69) eram tumores malignos. De todas as 90 lesdes analisadas, foram
identificados apenas 2 (2,2%) tumores benignos (1 adenoma e 1 tumor misto benigno) em
contraste com 19 (21,1%) lesdes epiteliais ndo neoplasicas, compostas de adenose (14), ectasia
ductal (2), hiperplasia de células colunares (1), mastite abscedativa (1), papiloma esclerosante
(1). Destaca-se a ocorréncia de 69 (76,7%) tumores malignos, que em sua maioria foram
classificados como carcinoma em um tumor misto (28), carcinoma tubular (15) e
carcinossarcoma (10). Outros tipos malignos apresentaram menor ocorréncia como carcinoma
solido (6), adenomioepitelioma maligno (5), carcinoma papilar (2), carcinoma micropapilar (2),

sarcoma em tumor misto (1).

Dentre os animais com tumores de mama, 19,4 % (4/21) foram diagnosticados com um
anico tumor e 80,6% (17/21) com multiplos tumores. Curiosamente, neste estudo verificou-se

que os tumores multiplos foram mais comuns em cadelas com mais idade (p<0,017), com média
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de 12,07 anos. A maioria das lesdes estava localizada nos dois ultimos pares de glandulas

mamérias, abdominal caudal (24,0%) e inguinal (29,0%).

Conforme o sistema TMN, 9 cadelas foram classificadas como estagio 3 da doenca,
significando que os tumores eram grandes, medindo mais de 5 cm, porém ndo apresentavam
nenhuma metastase de acordo com os exames de imagem realizados no dia da cirurgia, 3
pacientes encontravam-se no estagio 4, possuindo metastases em linfonodos e 2 apresentando

metastases a distancia.

De um total de 21 cadelas com tumores de mama, 15 (71,4%) eram fémeas intactas e 6
(28,6%) eram fémeas castradas previamente (pelo menos um ano antes do surgimento do
tumor). Animais intactos apresentaram mais lesdes do que animais castrados, representando
65,55% (59/90) das lesdes. Entre as cadelas intactas, 32,20% (16/59) eram lesdes epiteliais ndo
neoplasicas, 3,39% (2/59) eram tumores benignos e os restantes 69,49% (41/59) eram tumores
malignos. Entre as cadelas castradas, foram encontradas 9,68% (3/31) lesOes epiteliais ndo
neoplésicas e 90,32% (28/31) tumores malignos.

A sobrevida global das cadelas foi avaliada e observou-se uma diferenca significativa
(P <0.05) conforme o status reprodutivo das cadelas. Os animais intactos apresentaram uma
sobrevida global de 44,44% aos 720 dias e 88,89% dos animais castrados juntamente com a

mastectomia tiveram uma sobrevida de 720 dias ap6s os procedimentos cirdrgicos (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida global das cadelas comparado ao status reprodutivo.
Acompanhamento durante 2 anos (720 dias). Fonte: do autor (2023).

Nestes 2 anos de acompanhamento pds procedimento cirdrgico com exame radiogréafico
(Figura 5) e ultrassonografico, 23,8% (5/21) animais apresentaram metastases a distancia (4 em

pulmédo e 1 em figado).

Figura 5 - Exame radiografico do térax de fémea canina evidenciando o surgimento de metéstase em parénquima
pulmonar. (A-C) Dia 0 (mastectomia). (D-F) Dia 270 (Pds mastectomia). Fonte: do autor (2022).
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Né&o foi observado diferenca significativa na correlacdo entre animais inteiros e
castrados no dia da mastectomia e sobrevida livre de doencga (SLD) (Figura 6). Um total de
71,43% (15/21) das cadelas ainda estavam vivas ao final do estudo. A sobrevivéncia média das
21 cadelas foi de 552 dias.
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Figura 6 - Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida livre de doenca comparada ao status reprodutivo.
Acompanhamento durante 2 anos (720 dias). Fonte: do autor (2023).

4.2 Niveis de expressdo do gene ESR1

Para a andlise da expressdo do gene ESR1, as amostras de casos clinicos (90) foram
divididas inicialmente em quatro grupos conforme classificacdo histopatoldgica: tumores
mamarios malignos, lesdes epiteliais ndo neoplésicas, tumores benignos e tecido mamario
sadio. Foi observado em amostras de tumores malignos uma baixa expressao do gene ESR1
comparado as amostras de mamas sadias, lesdes epiteliais ndo neoplasicas e tumores benignos
(Figura 7). N&o foi observado diferenca significativa entre tamanho tumoral e expressao do

gene ESR1.
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Figura 7 - Quantificacdo da expressdo do gene ESR1 nos diferentes tecidos tumorais. Teste Kruskal Wallis, seguido
de teste de Dunn, onde * P <0,05. Fonte: do autor (2023).

Em decorréncia da incidéncia maior de tumores malignos, as amostras de tumores
malignos foram agrupadas em carcinomas simples (sélido, papilar e tubular) e carcinomas
complexos (Carcinoma em tumor misto e carcinossarcoma). Foi evidenciado que a expressao
do gene ESR1 foi maior em amostras sadias comparado aos carcinomas complexos comparado

e carcinomas simples (P<0,05), porém sem diferenca significativa entre os grupos tumorais
(Figura 8).
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Figura 8 - Quantificacdo da expressao do gene ESR1 nos diferentes tecidos tumorais correlacionando tecido sadio,
carcinomas simples (Carcinoma s6lido, papilar e tubular) e carcinomas complexos (Carcinoma em tumor misto e

carcinossarcoma). Teste Kruskal Wallis, seguido de teste de Dunn, onde * P <0,05. Fonte: do autor (2023).
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Posteriormente as amostras de tumores malignos foram agrupadas de acordo com o
prognostico (GONCALVES et al., 2021), onde carcinomas do tipo especial representados por
carcinoma tubular e sélido apresentam progndstico ruim/reservado e carcinomas em tumor
misto e papilar representam carcinomas de bom progndstico. Foi verificado que a expressdo do
gene ESR1 foi menor em amostras de carcinomas do tipo especial comparado aos do tipo de

bom prognostico (Figura 9).
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Figura 9 - Quantificacdo da expressdo do gene ESR1 em carcinomas do tipo especial e carcinomas de bom
progndstico. Teste de Mann Whitney, onde * P <0,05 e ***<0,0005. Fonte: do autor (2023).
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5 DISCUSSAO

Na presente pesquisa foi encontrada uma maior incidéncia de tumores mamarios
malignos (76,6%) em cadelas quando comparado a outros estudos, onde foram descritas
incidéncias entre 35% e 85% (MISDORP; HART, 1979; NUNES et al., 2019). No Brasil,
estima-se que a incidéncia de tumores malignos seja superior a 70% (OLIVEIRA-FILHO et al.,
2010). Entretanto, dados da literatura americana referem que a incidéncia de tumores mamarios
malignos seja em torno de 50% (SORENMO et al., 2013). J& na Europa, a incidéncia de tumores
malignos apresenta variacdo regional. Na Italia, diferentes levantamentos relataram incidéncias
de 70% (VASCELLARI et al., 2016) e 53,5% (BURRAI et al.,2020). Na Suica foi descrita uma
incidéncia em torno de 47% (GRUNTZIG et al., 2015), de tumores malignos. Diferentes fatores
podem estar associados as incidéncias em diferentes regifes, como status reprodutivo dos
animais acometidos, aplicacdo de horménios, fatores ambientais, alimentacdo, diagnostico
tardio entre outros. No presente levantamento, os carcinomas em tumores mistos foram as
neoplasias mais frequentes, o que foi semelhante ao relatado por Souza et al. (2023), seguidos

pelo carcinoma tubular e pelos carcinossarcomas.

N&o foi possivel correlacionar raga ao surgimento de tumores mamarios uma vez que a
grande maioria das amostras foram obtidas de pacientes sem raca definida. Em outros estudos
as racas mais acometidas pelas neoplasias mamarias foram Poodle, Dachshund, Yorkshire
Terrier, Maltés, Cocker Spaniel, Pastor Alemao, Boxer, Pointer, Fox Terrier, além dos animais
sem raca definida (EGENVALL et al., 2005; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; SORENMO et
al., 2013; SALAS et al., 2015; BENAVENTE et al., 2016; BURRAI et al., 2020). Segundo
Queiroga e Lopes (2002) nédo existe predisposicdo racial evidente, embora as racas de caca

sejam apontadas como tendo maior predisposicdo para esta enfermidade. Mais pesquisadores
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referem que a incidéncia pode variar de acordo com a localizacdo geografica (EGENVALL et
al., 2005) e concordamos sobre esta Ultima citacdo, visto que existe uma miscelanea de ragas

de acordo com cada regiéo do pais.

A idade de fémeas com TMC foi entre 6 e 15 anos (média de 11 anos), sendo a idade
um fator importante a ser considerado para a ocorréncia de TMCs. Nossos resultados védo ao
encontro de dados encontrados em outros estudos que observaram o surgimento de lesdes em
animais com idades entre 9 e 11 anos (CHOI et al., 2016; KIM et al., 2017; BURRAI et al.,
2020). Além disso, foram encontrados um maior numero de lesdes malignas em animais com
idades superiores, isso corrobora com o observado por outros autores, onde a maior ocorréncia
de neoplasias malignas ocorre em animais mais velhos e neoplasias benignas em animais jovens
(VASCELLARI et al., 2016; NUNES et al., 2019). Tem sido sugerido que tumores mamarios
malignos podem se desenvolver dentro de tumores benignos pré-existentes e que cées com
lesBes pré-malignas, ou com histéria de tumores mamarios benignos prévios, mostram um
aumento risco de desenvolver uma nova lesdo maligna mamaria (SORENMO et al., 2011). A
maioria das lesdes foram encontradas nas mamas M4 e M5, sendo essas mais abundantes em
tecidos mamarios. Nota-se esse dado de fundamental importancia para o diagnéstico precoce
da neoplasia através da palpacdo das mamas por médicos veterinarios e tutores. Conforme o
sistema TNM, 9 animais foram classificados como estadiamento 3, com presenca de tumores
primarios maiores que 5 cm. Esse dado corresponde a um diagndstico possivelmente tardio e

com crescimento tumoral prolongado das lesdes tumorais.

Dos 21 animais com tumores de mama utilizados no estudo, 15 (71,4%) eram fémeas
intactas e essas apresentaram mais lesdes do que animais castrados (59/90). Animais intactos
apresentaram 69,49% (41/59) de tumores malignos e animais castrados 90,32% (28/31) de
tumores malignos. E importante inferir que a incidéncia de lesdes vem diminuindo em paises
desenvolvidos, devido principalmente a pratica da ovariosalpingohisterectomia (OSH) em
animais jovens (SLEECKX et al., 2011). Segundo autores, cadelas castradas antes do primeiro
estro tém apenas 0,5% de risco de desenvolver tumores mamarios em comparagdo com cadelas
sexualmente intactas. Um risco de 8% e 26% foi relatado para cadelas castradas antes do

segundo estro e qualquer estro depois, respectivamente (SCHNEIDER et al., 1969).

As cadelas intactas apresentaram uma sobrevida menor comparadas com 0s animais
castrados no mesmo dia da mastectomia. Enfatizando assim a importancia do procedimento da

castracdo quando possivel juntamente com a mastectomia. Sorenmo et al., (2000) sugeriram
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que a OSH pode ser um complemento eficaz juntamente a remocdo do tumor em cdes com
carcinoma da glandula mamaria. Embora todas as cadelas tenham probabilidade de desenvolver
neoplasia na glandula mamaria a medida que avancam na idade, cadelas intactas apresentam
maior incidéncia de CMT (UCMAK et al., 2021). Além disso, 0s hormdnios esteroides estdo
envolvidos na proliferacdo celular exercendo um efeito antiapoptético que favorece o
desenvolvimento tumoral (CANADAS-SOUSA et al., 2019). Porém o status reprodutivo
proporciona uma menor exposicdo aos hormoénios ovarianos, 0S quais possuem importante
papel na carcinogénese mamaria, beneficiando pacientes que estdo predispostos aos tumores

benignos.

Durante o periodo do estudo foi realizado o acompanhamento radiografico e
ultrassonografico a cada 2 meses nos primeiros 6 meses e a cada 3 meses até 0s 24 meses de
estudo. Foi observado que 23,8% dos animais apresentaram metéstase a distancia. Esse dado se
torna relevante em virtude de conduzir os médicos veterinarios a necessidade da requisicao de
exames de imagem para acompanhamento dos pacientes, uma vez que tiveram pacientes que
apresentaram metastase apds 250 dias de pds-operatorio. Segundo Cassali et al. (2020), o
estadiamento clinico de fémeas afetadas por tumores mamarios é um passo importante antes do
planejamento do tratamento. A metastase distante pode ser detectada no diagnostico e pode
mudar a decisdo cirurgica, por exemplo. A excisdo cirdrgica da neoplasia continua sendo o
tratamento padrdo para a maioria dos caes, exceto em casos de doenca altamente metastatica
inoperavel e na maioria das neoplasias inflamatérias (SLEECKX et al., 2011; HORTA et al.,
2014).

A castracdo realizada no momento da remocdo do tumor reduz o risco de tumores
mamarios subsequentes em 47% em cadelas com tumor mamario ndo benigno e que cées com
tumores mamarios de grau Il, ER-positivos ou niveis séricos de E2 aumentados provavelmente
se beneficiardo com o procedimento OSH no momento da remocgdo dos tumores
(KRISTIANSEN et al., 2013). Tal caracteristica reforga as semelhancas entre mulheres e cées
em termos do papel da exposi¢do hormonal e do risco de cancer de mama. Em mulheres o risco
de cancer de mama esta associado com a exposi¢cdo cumulativa ao longo da vida do tecido
mamario a hormonios, sugerindo uma situacdo semelhante na cadela. Segundo Kristiansen et
al. (2013), o aumento da exposicdo hormonal enddgena também pode acelerar o
desenvolvimento de novos tumores mamarios no grupo sem OSH em comparagao com 0 grupo
com OSH. Entretanto, em nosso estudo nédo foi observado diferenca estatistica entre sobrevida

livre de doenca (SLD) em animais intactos ou castrados juntamente a mastectomia. Entende-se
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que o beneficio da castracdo se torna aparente, pois tecidos epiteliais mamarios normais, lesdes
epiteliais ndo neoplésicas e tumores benignos expressam receptores hormonais. Com o tempo,
é provavel que a exposicdo continua a horménios contribua para os estagios subclinicos iniciais
da tumorigénese mamaria, resultando em tumores mamarios adicionais no grupo de cées que
permanecem sexualmente intactos. Sendo assim a OSH adjuvante pode ser considerada no

tratamento de cdes adultos com tumores mamarios.

No presente estudo foram observamos uma maior expressédo do gene ESR1 em tumores
benignos, seguido em ordem decrescente de expressdo por tecido mamario sadio, lesGes
epiteliais ndo neoplésicas e tumores malignos. Segundo YEU et al (2013) a importancia do
receptor de estrégeno € estabelecida no inicio e progressdao do cancer de mama. Muitos
trabalhos tém demonstrado uma tendéncia de perda de expressdo do REa em tumores de mama
caninos mais agressivos por imunohistoquimica (PEREZ ALENZA et al., 2000; DE LAS
MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; MAINENTI et al., 2014; MILLANTA et al., 2005).

Em decorréncia da maior incidéncia de tumores mamarios malignos encontrados no
estudo, avaliamos a expressao do gene ESR1 e foi observado diferenca significativa entre tecido
mamario sadio e carcinomas simples e complexos. No entanto, a diferenca nao foi significativa
entre 0s grupos de tumores malignos. Posteriormente, no agrupamento dos tipos histoldgicos
conforme o prognostico verificou-se que o grupo dos carcinomas do tipo especial apresentaram
uma menor expressdo do gene ESR1 comparado ao grupo carcinomas de bom progndstico e de

glandula mamaria sadia .

As evidéncias encontradas nos resultados desta dissertacdo apontam para uma relacao
direta entre a malignidade do TMC com a menor expressdo de ESR1 nos tecidos tumorais.
Apesar de estudos na espécie canina ndo serem abundantes, o gene ESR1 foi caracterizado
(WALTER et al., 1985) e vem sendo abundantemente estudado em mulheres com cancer de
mama. A complexidade do seu controle de expressdo € um dos fatores que dificultam o melhor
entendimento no papel da tumorigénese do cancer de mama (LUNG et al., 2020). Na espécie
humana, foram identificados maultiplos elementos regulatérios do gene ESR1, incluindo a
expressdo de mRNA a partir de 7 regides promotoras (CUI et al., 2013). Estudos futuros na
espécie canina poderdo abordar a homologia estrutural e funcional destas regides, bem como os
fatores de transcri¢do envolvidos, o que pode contribuir certamente para o melhor entendimento
do gene ESR1 no TMC.
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A expressdo basal de ESR1 é fundamental para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
proliferacdo das células mamarias em resposta ao seu ligante fisiologico, o 17b-estradiol
(LUNG et al., 2020). Infelizmente, no presente estudo, ndo foram feitas dosagens deste
horménio nos pacientes, todavia sabe-se que o desenvolvimento de TMC é estradiol-
dependente, e que muitos dos pacientes expressam altos niveis de ERa ou altas concentra¢des
séricas de E2 (>35 pg/mL) (SORENMO et al., 2019). A significativa reducéo na expressdo do
gene ESR1 observada nos tumores com pior progndstico esta de acordo com demais estudos
(HARRELL et al., 2007, KHAN et al., 1999), e aponta para a necessidade de mais estudos para
entender essa regulacdo negativa e a patogenicidade do TMC. Uma possivel explicacdo é um
efeito de feedback negativo da expressdo de ESR1 pela elevada concentracdo sérica de
estrogenos, como demonstrado previamente. Em linhagens celulares de cancer de mama
humano, a supressdo da expressdo de ESR1 apos estimulo com estradiol envolveu o complexo
repressao de expressdo SIN3A no promotor proximal (ELLISON-ZELKI et al., 2009), trazendo

uma melhor compreenséo do sistema de autoregulagéo da expressao de ESR1.

Estudos em humanos também buscaram verificar o controle epigenético da expressao
de ESR1, onde foi identificado que em tumores ER-negativos, a hipermetilacdo da ilhas CpG
nos promotores A e B do ESR1 foi diretamente relacionada a baixa resposta a terapias
hormonais nas pacientes (IWASE et al., 1999). Ademais, foi descrito que a hipermetilacdo
aumenta com a progressao tumoral (NASS et al., 2000). Porém, destaca-se que a metilacdo da
ilha CpG no gene ESR1 canino foi estudada, comparando tecido mamario normal e tumores
malignos. Entretanto, ndo foram observadas diferencas na propor¢cdo de metilacdo entre os
grupos analisados, portanto, a auséncia de expressao de ERa em tumores malignos em caes

seria induzida por causas ainda desconhecidas (BRANDAO et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, na amostra de pacientes estudada, verificou-se que a expressao do gene
ESR1 foi maior em tumores benignos, seguido por tecido mamario sadio, lesdes epiteliais ndo
neoplasicas e tumores malignos. Entre os tumores malignos verificou-se maior expressdao em
carcinomas de bom prognostico. Sendo assim, sugere-se a expressao do gene ESR1 como um

biomarcador de bom prognéstico em tumores de mama em cadelas.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Certificado de aprovacdo do CEUA

Certificado n” 045/CEUA/UNIVATES
Lajeado, 07 de maio de 2021

De: Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/Univates
Para (pesquisador responsdvel): [van Cunha Bustamante Filho

Nimero protocolo Ceua/Univates: 23
Prezado pesquisador

Certificamos que o protocolo intitulado “Avaliacdo de biomarcadores para
diagndstico precoce de tumor de mama canino” registrado com o nimero de protocolo
Ceua/Univates n° 23, sob responsabilidade de Ivan Cunha Bustamante Filho - que envolve a
produgdo, manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Consclho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), foram avaliadas pela Comissdio de Etica no Uso de
Animais da Univates (Ceua/Univates).

A Ceua/Univates estd vinculada & Fundagdo Vale do Taquari de Educaglo ¢
Desenvolvimento Social (FUVATES) que ¢ credenciada no Conselho Nacional de Controle ¢
Experimentago Animal (CONCEA) sob n® 01.0329.2014.

Considerando que o artigo 6° da Resoluglo Normativa CONCEA n* 0172010, diz que
“compete aos CEUAs examinar previamente oy protocolos experimentais ou pedagdgicos
aplicavels aos procedimentos de ensino ¢ de projetos de pesquisa cientifica a serem
realizados na instituigdo G qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade com a
legislagdo aplicavel”, o seu projeto foi enquadrado na categoria EM 'L NDENCIAS.
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Abaixo detalhes do parecer:
Finalidade do Projeto: ( ) Ensino (X ) Pesquisa cientifica |
ML oo S o
Vigéncia da autorizagio: 12 meses
wal de cxecucso do projeto: :\; %iggiea’ssgmif;a;o §m clinicas particulares, onde os
Procedéncia dos animais:

Cles com tumor de mama atendidos no Centro Clinico Veterinario
de Tewtdnia (Centervet)

Especieflinhagem/raga  (modelo Canina

animal wilizado):

Némero de animais, peso/idade, sexo pvc -

« faticas do modelo): 25 animais - 3~ 30 kg - F

Grau de Invasividade: (x)Gll ()G ()G | ( YGI4
Consideragdes do Ceua/Univates:

A Ceua recomenda a aprovaglio da proposta de pesquisa.

De acordo legislaglo, cabe aos membros do Ceua/Univates, determinar a validade dos
certificados por cles emitidos ¢ portanto, ja adiantamos que, o novo certificado a ser emitido
apds regulanzagio da pendéncia acima descrita, ferd validade maxima de 1 ane. Esclarecemos
que € possivel atualizagdo de inforpagdes ¢ prorrogagdo da validade do Certiticado a

qualquer tempo.
Ranjatis Birnfeld de Oliveira
Coordgnador Adjunto da Ceuw/Univates
Portaria i* 129Reitoria/Univates de 4§an21
Recebido por:Data:

Phgina 2 de 2
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento livre e esclarecido - TCLE.

Termo de Consentimento livre e esclarecido - TCLE

Termo de autorizagao para uso de animais em estudo

Eu, , portador do documento de
identidade , autorizo a participacdo do animal de minha
propriedade , canino, em mastectomia regional a ser realizado no Centro

Clinico Veterinario de Teutonia. Estou ciente de que: Sera utilizado o protocolo anestésico pré-
estabelecido no estudo; O meu animal ndo sofrerd, em hipotese alguma, maus tratos. Todas as
minhas ddvidas a respeito da participa¢do do meu animal no referido estudo foram esclarecidas
e concordo com 0s termos acima.

Proprietario

Médico Veterinario

Teutdnia, de de




ANEXO 3 - Ficha de avaliacdo oncoldgica.

Ficha de avaliacdo oncologica

Data: [ ! Ficha n.°:

Nome do animal:

Escore corporal: Alimentacdo: () Racéo () Caseira

Ambiente:

Antecedentes genéticos:

Doengas anteriores e atuais:
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Medicamentos: (N)
Qual/Tempo:

Anticoncepcional: (N) (S) Quanto/Qual: Ultima data:
Cio Regular (N) (S) Ultimo: Castracdo: (N) (S) Quando:

Pseudogestactes: ( ) Regulares () Intermitentes ( ) Nunca Obs.:

Partos: (N) (S) Quantos: Ultimo: Obs.:

Abortamentos: (N) (S) Quantos: Ultimo: Obs.:

Jé& cruzou e ndo emprenhou: (N) (S) Secrecdo vaginal: (N) (S)

Quando/Intensidade:

Linfonodos (Tamanho, forma e consisténcia)

Axilar direito:

Axilar esquerdo:

()



Inguinal superficial direito:

Inguinal superficial esquerdo:
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Exame complementar:

Outros linfonodos:

Edema de membros (N) (S)

Caracterizacdo dos nodulos

Localizacdo; Unico ou mdltiplos; quantidade; tamanho; integro, ulcerado ou cistico;
consisténcia; forma regular ou irregular; secregao etc.
Exames complementares:

Pesquisa por metastases:

Classificacdo TNM para

a massa principal: Tamanho do tumor

primario: () TO: Ausente; () T1: <3cm; () T2: 3-5¢cm; () T3: > 5cm; () T4:

Inflamatorio

Aderéncia do tumor primario: () a: Nao aderido; () b: Aderido a pele;

() c: Aderido ao musculo

Linfonodos regionais: () NO: Sem evidéncia de metéstase;
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