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Resumo

A influéncia das hormonas nas neoplasias mamarias justificou a avaliacao da expresséo
dos recetores hormonais através da caracterizacdo da expressdao genética, bem como da
imunohistoquimica. O presente estudo teve como objetivo, tanto a caracterizacdo de uma
populacédo felina em relacéo as lesdes benignas neoplésicas e ndo neoplésicas, como realizar a
correlacdo entre a presenca de recetores de estrogenio (RE) e recetores de progesterona (RP)
com diferentes parametros clinicos e histopatologicos, e comparar os resultados obtidos com a

literatura existente.

Incluiram-se 28 fémeas no estudo, foram avaliadas e registadas 8 caracteristicas
clinicopatoldgicas e 4 caracteristicas histopatologicas. Concluiu-se que, animais mais jovens,
tém tendéncia para apresentar maior expressdo dos RE e RP nos seus tumores e que, tumores
de maiores dimensdes, estdo associados a animais com diminuigdo da expressdo de RP. Foi
possivel concluir ainda que o animal estar esterilizado e ter lesdo displasica, tem uma grande
influéncia positiva na sobre expressdo de recetores de progesterona, e que, a existéncia de
tumores malignos associados esta mais correlacionada com a inexisténcia de sobre expressao

de recetores de progesterona.

Palavras-chave: Imunohistoquimica, recetores de progesterona, recetores de estrogénio, lesdes

mamarias benignas felinas, gata



Abstract

The influence of hormones on mammary neoplasms justified the evaluation of the
expression of hormone receptors through the characterization of gene expression as well as
immunohistochemistry. The present study aimed both to characterize a feline population in
relation to neoplastic and non-neoplastic benign lesions, and to perform the correlation between
the presence of estrogen receptors (RE) and progesterone receptors (RP) with differentclinical
and histopathological parameters, and to compare the results obtained with the existing

literature.

28 females were included in the study, 8 clinicopathological and 4 histopathological
features were evaluated and recorded. It was concluded that younger animals have a tendency
to present an higher expression of RE and RP in their tumors and that larger tumors are
associated to animals with a decreased expression of RP. It was also possible to conclude that
being sterilized and having a dysplastic lesion have a great positive influence on the over
expression of progesterone receptors, and that the existence of associated malignant tumors is

more correlated with the absence of over expression of progesterone receptors.

Keywords: Immunohistochemistry, progesterone receptors, oestrogen receptors, feline benign

mammary lesions, cat



Lista de abreviaturas, simbolos e acronimos:

Al — primeira glandula mamaria abdominal
A2 -— segunda glandula mamaria abdominal
CX- Cirurgia

FDC- doenca fibroquistica
FMV-UL-Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa
GH- hormona de crescimento

HER-2- recetor epidérmico humano tipo 2
IGF-1- fator de crescimento-1 da insulina
IHQ- Imunohistoquimica

N:C- relacdo ndcleo-citoplasmatica

OMS- Organizagdo Mundial de Saude
OVH- Ovariohisterectomia

PAAF- Puncéo aspirativa por agulha fina
PC- Componentes principais

PCA- Analise de Componentes Principais
RE- recetor para o estrogénio

RON - Recetor de proteina nativa

RP- recetor para a progesterona

T1 — primeira glandula mamaria toréacica
T2 -segunda glandula mamaria torécica
TC- Tomografia computorizada

VEGF- fator de crescimento endotelial vascular
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I-RELATORIO DO ESTAGIO CURRICULAR

O estégio curricular para conclusdo do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria,
foi realizado no Hospital Veterinario VetOeiras, teve uma duracdo de 4 meses e foi
compreendido de 7 de setembro de 2020 a 8 de janeiro de 2021, sob orientacdo da Dr2. Tania

Marques Dias.

Durante 0 estdgio a autora teve a oportunidade de passar por Vvérias areas e
especialidades o que foi muito importante, ndo s6 para poder consolidar conhecimentos outrora

adquiridos na faculdade, mas também aprender com toda a equipa do Hospital.

1. Descricéo das atividades

Durante os 4 meses de estagio, a autora seguia um horario rotativo que incluia fins de
semana e noites. Assim, teve a oportunidade de acompanhar diversas areas como: cirurgia,
hospitalizacdo, anestesia e consultas. Foi possivel acompanhar e, por vezes, realizar exames
auxiliares de diagnostico como: radiografia, ecografia, Tomografia computorizada (TC) e
analises clinicas, como por exemplo, analises sanguineas, analises bioquimicas, coprologia,
urianalise . Como é possivel observar no grafico 1, a espécie mais observada durante 0s
quatro meses de estagio foi o cdo (n= 187/322, 58%), seguindo-se o gato (n=132/322, 41%)e,
por Gltimo, os animais exéticos (n= 3/322, 1%), no caso de um mesmo animal ter aparecido

duas vezes a consulta foi contabilizado duas vezes na contagem.

ESPECIE ANIMAL

Gato
41%
Cao
58%

Grafico 1- Distribuigdo da casuistica por espécie animal
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Foi possivel assistir a consultas de endocrinologia, cardiologia, pneumologia,
oftalmologia, gastroenterologia, oncologia, medicina preventiva (como vacinacdo e
desparasitagéo), urologia, nefrologia, neurologia, ortopedia, fisioterapia e reabilitacdo,
medicina interna, estomatologia e consultas de seguimento médico pds- cirdrgico. Foipossivel
realizar exames fisicos e auxiliar no caso de serem necessarios exames complementares. Como
é possivel observar no grafico 2, a area onde se realizaram mais consultas foi cardiologia (n=
35/232, 15%), seguindo-se endocrinologia (n=30/232, 13%) e gastroenterologia (n=26/232,
11%).

CONSULTAS

Medicina Interna 7%
Gastroenterologia 11%
Estomatologia 1%

Urgéncias 9%
Fisioterapia e

Reabilitagao
2%

Oftalmologia 5%

Medicina Preventiva
6%
Neurologia 2%

Endocrinologia
13% .
Ortopedia
9%
Oncologia 2%
Pneumologia

7% Dermatologia 4%
(]

.- - Urologia/Nefrologia 6%
Cardiologia Exoticos
15% 1%

Gréfico 2- Distribuicdo das consultas, por especialidades acompanhadas no VetOeiras

Relativamente a cirurgia, a autora pode auxiliar cirurgias ortopédicas, dos tecidos
moles, oftalmoldgicas e cardio-toracicas, mais especificamente, na preparacdo do animal e
acompanhamento do cirurgido na realizacdo do procedimento. Nesta area, a autora teve a
oportunidade de aprender, ndo sé técnicas cirdrgicas, como de assepsia. Foi feito o
acompanhamento pré-cirdrgico, cirurgico e pos-cirargico desde a chegada do animal ao
hospital até a sua alta clinica. Como é possivel observar no gréfico 3, cerca de 46% das cirurgias
foram realizadas na area de ortopedia (n=44/96, 46%), seguindo-se cirurgia de tecidos moles
(n=24/96, 25%), oftalmologia (n=20/96, 21%) e cirurgia cardio-toracica (n=8/96, 8%).
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CIRURGIAS

Cirurgia Cardio-toracica 8%

Cirurgia de Tecidos
Moles 25%

Cirurgia ortopédica 46%

Oftalmologia 21%

Gréfico 3- Distribuico das cirurgias, por especialidades acompanhadas no VetOeiras

Em anestesia, a autora realizou, com o acompanhamento de alguns membros da equipa
cirtrgica, algumas tarefas como por exemplo: colheita de sangue e realizacdo de andlises pré-
cirargicas, definicdo de protocolos anestésicos adequados ao animal e a cirurgia,
administracdo de farmacos para pré-medicacdo e inducédo, colocagdo de cateter intravenoso e
tubo endotraqueal, realizacdo da limpeza e desinfecdo do campo cirurgico. Durante a cirurgia

teve a oportunidade de estar focada na anestesia e acompanhar a monitorizacéo anestésica.

Durante a hospitalizacdo acompanhou os casos clinicos, assistiu a passagem de casos e
ao contacto com tutores, preparou e administrou medicacdes, monitorizou doentes, realizou
passeios, exames fisicos, colheita de sangue, colocou algalias, colocou cateteres, retirou pontos
e realizou exames complementares de diagnostico quando necessario. Durante a hospitalizacéo
dedicou-se sobretudo a animais com patologias na area da oftalmologia, seguida de ortopedia
e oncologia, tal como discriminado na tabela 1. Relativamente aos exames complementares de
diagnostico, e de acordo com a tabela 2, o exame complementar mais realizado foi analises

bioquimicas, seguido de ionograma e hemograma.
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Tabela 1- Distribuicdo de casos, divididos por especialidade, acompanhados na hospitalizacéo

no VetOeiras

- . Cées Gatos Total
Clinica Médica FA FA EA FR
Oftalmologia 24 9 33 13%
Ortopedia e musculo-esquelético 26 4 30 12%
Oncologia 9 12 21 8%
Endocrinologia 5 23 28 11%
Doencas infeciosas e parasitarias 13 11 24 9%
Neurologia 9 5 14 5%
Gastroenterologia 23 5 28 11%
Dermatologia 7 2 9 4%
Otorrinolaringologia 3 2 5 2%
Ginecologia, obstetricia 3 1 4 2%
Cardiologia 11 8 19 7%
Pneumologia 3 18 21 8%
Toxicologia 4 2 6 2%
Urologia e nefrologia 2 14 16 6%
Total 142 116 258 100%

Tabela 2- Distribuicdo de exames complementares de diagndstico acompanhados no VetOeiras.

. . Cées Gatos Total
Exames de diagnostico complementares EA FA FA FR

Hemograma 61 49 110 14,9%
lonograma 63 67 130 17,7%
Andlises Bioguimicas 70 81 151 20,5%
Andlises Endocrinas 5 54 59 8,0%
Radiologia 59 44 103 14,0%
Ecocardiografia 15 6 21 2,9%
Ecografia abdominal 45 32 77 10,5%
TC 14 0 14 1,9%
Puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) 24 14 38 5,2%
Tempos de coagulacdo: Tempo de Protrombina e 3 0 3 0.4%
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada ’

Teste de fluorescina 5 3 8 1,1%
Urinanalise 8 13 21 2,9%
Total 372 363 735 100%

Todas as semanas era proposto aos estagiarios e a alguns Médicos Veterinarios a
apresentacdo e a discussao de um artigo clinico sobre um tema a escolha. Foi muito importante,
ndo sO para adquirir novos conhecimentos, como também para estimular o raciocinio critico

sobre a prética clinica. Neste contexto, a autora apresentou dois temas (Anexo 1), no primeiro
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foi realizada a apresentacéo e discusséo do artigo de Schaefer et al., 2020. No segundo tema,
foi apresentado e discutido o artigo de Doyle et al., 2020.

Em todas estas atividades foi possivel exercitar o raciocinio clinico, aprender a trabalhar
em equipa, a comunicar com tutores, realizar corretamente o exame clinico e os exames

complementares de diagnostico assim como, aprender determinadas técnicas cirurgicas.

Para a elaboracdo da presente dissertacdo, a autora fez a analise estatistica dos dados
apresentados em seguida. A analise dos dados permitiu a apresentacdo de uma comunicagédo
sob forma de painel no XVII Congresso Internacional Veterindrio Montenegro, o qual foi
selecionado para apresentacao (Anexo 2). A andlise dos resultados ira ainda integrar um artigo
para submissdo numa revista cientifica internacional com avaliacdo de pares, a Veterinary

Science, encontrando-se neste momento em elaboracao.
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II-AVALIACAO DOS RECETORES DE ESTROGENIO E DE PROGESTERONA EM
LESOES BENIGNAS MAMARIAS DE GATAS E A SUA CORRELACAO COM
PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios felinos sdo o terceiro tipo mais comum de tumores nos gatos,
depois de tumores de pele e tumores linfahemopoiéticos (Hayes et al., 1981; Schmidt et al.,
1967).

Tal como nos humanos, 0s tumores mamarios caninos e felinos séo raros nos machos.
As fémeas apresentam uma predisposicdo 62 vezes superior aos machos para desenvolver
tumores mamarios, e a maioria dos tumores nos machos é benigno (Euler, 2010; Bearss et al.,
2012). Nos felinos, aproximadamente 1% de todos os tumores mamarios ocorrem em machos
(Hayes et al., 1981; Gregorio et al., 2012).

Nas gatas, aproximadamente 80-90% dos tumores mamarios sdo malignos, e a
maioria destes apresenta um comportamento agressivo e um mau prognoéstico (Millanta et al.,
2002 b; Figueira et al., 2014).

1. Anatomia da glandula mamaria

As glandulas mamarias caninas e felinas sdo formadas por glandulas tubuloalveolares

compostas subcutaneas, suspeitas de serem glandulas sudoriparas modificadas (Hoepp, 2021).

Na fémea no estado ndo lactante, e no macho em todos 0s momentos, a grande maioria
da regido mamaria € ocupada por estroma e gordura relativamente densos e nao por tecido
glandular (Silver, 1966).

As glandulas mamarias sdo compostas por epitélio glandular e epitélio que forma os
ductos. O epitélio glandular e os ductos, que sdo envolvidos por células mioepiteliais,
constituem os lobulos, entre os quais se encontra o estroma circundante com septos de tecido
conjuntivo. Os gatos tém quatro pares de glandulas mamérias, podendo existir alguma variacdo
individual (Hoepp, 2021).
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Como é possivel observar na Figura 1, as glandulas mamarias estdo dispostas ao longo
do abdémen ventral desde o torax cranial até a regido inguinal (Hoepp, 2021). As fémeas tém
dois pares de glandulas toracicas (T1, T2) e dois pares abdominais (A1, A2). Em alguns animais

existe um par de glandulas rudimentares na regiao inguinal (Raharison et al., 2006).

A circulacéo linfatica da glandula mamaria drena cranialmente em direcdo ao linfocentro

axilar e caudalmente em dire¢éo ao linfocentro inguinal superficial (Silver, 1966).

A irrigacdo arterial da T1 e T2 é realizada pelos vasos intercostais lateralmente e os
vasos toracicos internos medialmente. As glandulas mamarias Al recebem sangue através da
artéria epigéstrica superficial, enquanto a A2 recebe sangue pela artéria epigastrica caudal
(Silver, 1966).
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Figura 1- (a) Os quafro paréS de giéndurlras mamarias felinas com associacdo dos linfonodos e
da drenagem linfatica. (b) drenagem venosa da glandula mamaéria (Adaptado de dkhaines,

2009, Universidade do Tennessee).

As veias das glandulas mamarias felinas estdo proximas das artérias, exceto as veias
mais pequenas que atravessam a linha média. Pensa-se que estas veias possam ser responsaveis
pela propagacao de tumores mamarios malignos entre os pares de glandulas mamarias (Silver,
1966; Hayden et al., 1971). A drenagem venosa das glandulas abdominais Al e A2 atraves da
parede toracica, via veias toracicas internas ou intercostais, pode propagar o tumor através da
cavidade toracica (Silver, 1966).
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1.1.1 Aspeto histologico normal

Durante a gestacdo e lactacdo, as glandulas mamarias sofrem uma hiperplasia e
hipertrofia marcadas para produzir colostro que contém imunoglobulinas e de seguida o leite,

com uma quantidade mais reduzida de imunoglobulinas (Solano-Gallego et al., 2016).

Histologicamente, as glandulas mamarias sdo compostas por uma componente
secretora, constituida por células epiteliais secretoras alveolares e a porcao inicial dos ductos

intralobulares (Solano-Gallego et al., 2016).

A porcao secretora das glandulas é drenada pelo sistema de ductos, composto por células
epiteliais colunares ndo secretoras e epitélio cuboidal. O tecido conjuntivo reticular suporta 0s
alvéolos e os ductos mais pequenos. Feixes de fibras musculares lisas e elasticas rodeiam 0s
grandes ductos. Podem ser encontradas células mioepiteliais entre as células epiteliais

alveolares e a membrana basal subjacente (Rehm et al., 2007).

1.1.2 Aspeto citolégico normal

As secrecdes mamarias normais sdo caracterizadas citologicamente por um baixo
namero de células epiteliais secretoras, bem como macrofagos e ocasionais neutrofilos sobre

um fundo proteico eosinofilo a baséfilo (Solano-Gallego et al., 2016).

As células espumosas (foam cells), que também podem ser encontradas, sdo macrdfagos
grandes, individualizados, caracterizados por nucleos redondos a ovais, excentricamente
localizados com quantidades abundantes de citoplasma vacuolizado, devido ao conteudo
lipidico. Estas células podem também conter material amorfo e basofilo. As células espumosas
podem ser dificeis de distinguir dos outros macréfagos reativos, por serem muito semelhantes
(Solano-Gallego et al., 2016).

O tecido mamario normal ndo é muito esfoliativo, e as amostras de PAAF’s (punc¢éo
aspirativa por agulha fina) carecem frequentemente de celularidade; no entanto, pode estar
presente um baixo nimero de células epiteliais ductais. Podem também ser visualizados um
baixo numero de células espumosas, neutrofilos, linfocitos, e células mesenquimais uniformes

dependendo do local aspirado e da presenca de material secretado (Hoepp, 2021).
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As células epiteliais dos ductos tém uma relacdo nucleo-citoplasmatica (N:C) mais
elevada, com um aspeto mais cubdide quando intactas e também carecem de atipia na auséncia
de hiperplasia ou neoplasia. A avaliagdo das secre¢des mamarias também é realizada, sendo
gue em pacientes normais, a secrecdo € uma combinacao de proteinas globulares baséfilas do
leite, um fundo proteico basofilo homogéneo, lipidico, baixo numero de macréfagos

vacuolizados, e alguns linfocitos e neutréfilos (Hoepp, 2021).

2. Tumores mamarios felinos

Como dito anteriormente, nos gatos, as neoplasias mamarias sao o terceiro tipo de tumor
mais comum e séo quase exclusivamente observadas em fémeas adultas, frequentemente com
mais de 10 anos de idade (Hoepp, 2021). Os tumores mamarios nos gatos sdo muito menos
heterogéneos do que nos caes e, portanto, menos subtipos sdo encontrados (Goldschmidt et
al., 2017).

O sistema mais amplamente aceite para a classificacdo histoldgica dos tumores
mamarios felinos € a classificacdo da OMS (Misdorp et al., 1999) (Tabela 3). Mais
recentemente, Goldshcmidt e os seus colegas (2017), propuseram uma versao atualizada,
incluindo  alguns  novos  subtipos  morfologicos.  Relativamente  as  lesdes
hiperplasicas/displésicas, sugeriram a subdivisdo da hiperplasia lobular (adenose) em adenose
regular, com atividade secretora, com fibrose ou com atipia e acrescentaram a papilomatose e
a ginecomastia como alteragbes displasicas. Relativamente as neoplasias benignas,
subdividiram o adenoma em adenoma simples, papilar intraductal e adenoma ductal, para além

deste incluiram apenas o fibroadenoma (Goldschmidt et al., 2017).

As lesdes mamarias hiperplasicas/displasicas sdo comuns nos felinos, ja as neoplasias
benignas séo raras (Misdorp et al., 1999). Das proliferagbes mamarias benignas em gatos, a
hiperplasia fibroadenomatosa é a mais comum, ja 0s quistos sdo raros em gatos (Hoepp,
2021).

Relativamente as lesdes malignas, estas representam cerca de 80 a 90% dos tumores
mamarios felinos, caracterizando-se por um crescimento rapido e um comportamento bioldgico

agressivo (Misdorp et al., 1999).
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Relativamente aos carcinomas mamarios felinos, a definicdo do subtipo histolégico,
baseia-se principalmente nos tipos de células envolvidas (células epiteliais luminais e/ou
mioepiteliais) e nas disposicGes adotadas pelas células neoplasicas - tubulares, papilares,
quisticas, cribriformes e/ou solidas. Tal como nas mulheres, os tumores mamarios malignos em
gatas, na maioria das vezes, abrangem apenas o0 epitélio luminal, sendo assim classificados
como carcinomas simples; o envolvimento mioepitelial e as caracteristicas metaplasicas
(condrdides ou elementos 6sseos) sdo achados pouco comuns. Geralmente, as células epiteliais
neoplasicas exibem um grande nucleo e numerosas figuras mitéticas (Misdorp et al., 1999;
Goldschmidt et al., 2017).

Tabela 3- Classificacdo histologica de neoplasias mamarias dos carnivoros (Misdorp et al.,
1999).

Tumores malignos Carcinoma nao infiltrativo (in situ)

Carcinoma tubulopapilar

Carcinoma s6lido

Carcinoma cribiforme

Carcinoma mucinoso

Carcinossarcoma

Carcinoma ou sarcoma em tumores benignos

Tumores benignos Adenoma Adenoma simples

Adenoma complexo

Tumor benigno misto

Papiloma do ducto

Fibroadenoma

Hiperplasia/Displasia Hiperplasia Ductal
Hiperplasia lobular | Hiperplasia epitelial
Adenose
Alteracédo

Fibroadenomatosa

Ectasia Ductal

Fibrose Focal

Quisto
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Os tumores malignos felinos crescem rapidamente, e as metastases sao relatadas em 50-
90% dos animais afetados. As metastases mais comuns encontram-se nos linfonodos regionais
(83%), pulmdbes (83%), pleura (22%) e no figado (25%). No entanto, varios estudos
documentaram também metastases generalizadas nas glandulas adrenais, diafragma, rins,entre
outros (Novosad et al., 2006; Moulton, 1990; Soares et al., 2015).

A apresentacao histologica de varias lesées mamarias felinas hiperplasicas, benignas, e
malignas € muito semelhante & das doencas mamarias humanas, aumentando o valor desta
espécie animal como modelo para o estudo das suas les6es analogas em mulheres (Goldschmidt
etal., 2017).

3. Classificacdo histopatoldgica das lesdes benignas

Os tumores mamarios sdo caracterizados por uma morfologia variada, formando
tumores simples, com um sé tipo celular de origem epitelial (células luminais epiteliais ou
mioepiteliais), tumores complexos, com mais do que um tipo de célula, mas sempre de origem
epitelial (células luminais epiteliais e mioepiteliais), tumores mistos, constituidos por células
epiteliais e por uma diferenciacdo mesenquimatosa (células luminais epiteliais e/ou
mioepiteliais, e tecido metapléasico dsseo/cartilaginoso), e tumores mesenquimatosos; sdo
também frequentemente observados tumores caracterizados por proliferacdo mioepitelial (Pefia
etal., 2014).

3.1 Lesdes neoplasicas benignas

3.1.1 Adenoma Simples
Os adenomas simples sdo lesdes nodulares néo infiltrativas bem demarcadas compostas
por células dispostas em tubulos que podem conter uma secre¢cdo amorfa (Goldschmidt et al.,
2011).

O estroma fibrovascular de suporte é escasso a moderado e pode ser infiltrado por
plasmacitos e linfocitos. Os tdbulos séo revestidos por uma Unica camada de células cuboides

a colunares com uma quantidade moderada de citoplasma eosinéfilo. Os nucleos sdo centrais,
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redondos a ovais, com cromatina finamente pontilhada e um nucléolo central. A anisocariosee
a anisocitose sdo minimas e a contagem mitdtica € baixa. As células mioepiteliais sdo discretas,
e podem ser identificadas utilizando imunohistoquimica. Ha, frequentemente, uma capsula na

periferia da massa com compresséo do tecido mamario (Goldschmidt et al., 2017).

3.1.2 Adenoma complexo
O adenoma complexo tem tanto proliferagdo epitelial (tubular) como mioepitelial. E
constituido por tubulos revestidos por células cuboides a colunares. Tém uma quantidade
moderada de citoplasma eosindfilo, nicleos redondos a estrelados com cromatina pontilhada e
um nucléolo basofilico central. A anisocariose e a anisocitose sdo geralmente minimas
(Goldschmidt et al., 2011).

3.1.3 Tumor benigno misto
O tumor benigno misto tem uma proliferacdo epitelial (tubular) e mioepitelial com focos
de cartilagem e/ou 0sso e quantidades variaveis de estroma fibroso. O epitélio é composto por
tibulos e corddes revestidos por células cuboides a colunares e que tém uma quantidade
moderada de citoplasma eosinofilo. Os nlcleos sdo redondos a ovais com cromatinafinamente
pontilhada ou marginada e um Gnico nucléolo central basofilico. A anisocariose e a anisocitose

sdo minimas (Goldschmidt et al., 2017).

O mioepitélio é composto por células com forma estrelar a redondas com bordas
celulares mal demarcadas e uma quantidade moderada de citoplasma. Os nucleos sao redondos
a fusiformes com cromatina finamente pontilhada e um anico nucléolo. Intimamente associado
a estas células, estd uma matriz fibrilar mixoide basofilica na qual estdo presentes areas de
tecido cartilagineo (e/ou 0sso e/ou tecido adiposo). Multifocalmente, areas de cartilagem e/ou

tecido 0sseo e/ou adiposo estdo presentes (Goldschmidt et al., 2017).

3.1.4 Papiloma do ducto
Este subtipo é pouco comum em gatos. As neoplasias sdo multinodulares e possuem
papilas. As papilas sdo suportadas por um estroma fibrovascular. As células luminais sdo
cuboides a colunares, com uma quantidade moderada de citoplasma numa posicdo apical e

nucleos basais arredondados a alongados com um unico nucléolo. Exteriormente as células
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luminais, ha uma camada de células ovais com nucleos vesiculares (células mioepiteliais). Pode
estar presente anisocitose e anisocariose. As mitoses sao pouco comuns (Goldschmidt et al.,
2017).

3.1.5 Fibroadenoma
O fibroadenoma é uma lesdo benigna comum em gatos e pode envolver uma, varias, ou
todas as glandulas mamarias (Zappulli, 2008). Este tumor € formado por tibulos revestidos por
células cuboides ou colunares com nucleos redondos e uniformes. E possivel visualizar-se um
extenso estroma de tecido conjuntivo solto, com nucleos alongados e escasso citoplasma a

envolver os tibulos (Goldschmidt et al., 2011).

3.2 Lesdes hiperplasicas/displasicas

3.2.1 Hiperplasia mamaria

A hiperplasia mamaria é caracterizada por proliferacdes do epitélio secretor ou ductal
ou das células mioepiteliais. Assemelha-se a hiperplasia fisioldgica da gravidez com alguma
ligeira atipia histolégica. Existem dois tipos de hiperplasia, a ductal e a lobular.
Citologicamente, os dois tipos de hiperplasia podem ser dificeis de distinguir uns dos outros e
das neoplasias benignas. No exame citolégico, pode ser observado um aspirado de tecido
mamario hiperplasico, com um numero moderado a grande de células epiteliais. Estas células,
que sdo semelhantes em aparéncia as células epiteliais mamarias normais, apresentam nucleos
redondos com cromatina fina a ligeiramente pontilhada de tamanho e forma uniformes e
quantidades escassas a moderadas de citoplasma baséfilo. Pode ser observada a presenca de

macroéfagos (Solano-Gallego et al., 2016).

3.2.1.1 Hiperplasia ductal
A hiperplasia ductal é caracterizada pela proliferacdo de células epiteliais bem
diferenciadas, morfologicamente iguais a células dos ductos mamarios. As células proliferam
dentro do ducto e estdo dispostas numa ou mais camadas, por vezes formando pontes
intraductais irregulares. Esta presente uma camada de células mioepiteliais a delimitar os ductos
(Cassali et al., 2018).
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O pequeno tamanho e uniformidade das celulas e nicleos, a falta de mitoses, e a
presenca de camadas mioepiteliais facilmente reconheciveis, indicam que a leséo é benigna, e
trata-se de uma hiperplasia ductal regular. Existem dois tipos de hiperplasias ductais: a

papilomatose e a epiteliose (Misdorp, 2002).

3.2.1.1.1 Papilomatose
A papilomatose caracteriza-se pela proliferacdo intraductal de células epiteliais luminais
com padrdes papilares e arborescentes. As papilas sdo irregulares e ndo ha& estroma
fibrovascular de suporte. Os nucleos sdéo normocromaticos, ovais e sem atividade mitdtica. Esta
lesdo pode ser focal ou multifocal e difere do papiloma do ducto pois, no papiloma, as células

epiteliais sdo suportadas por um estroma fibrovascular (Misdorp, 2002).

3.2.1.1.2 Epiteliose
Na epiteliose, observa-se uma proliferacdo intraductal de células epiteliais luminais,
solidas ou fenestradas, sem atipias. Esta lesdo mostra uma proliferacdo regular de uma
populacdo relativamente homogénea de células epiteliais dentro do limen dos ductos e que
pode ocupar na totalidade o limen do ducto. As células sdo pequenas e tém nucleos
hipercromaticos e citoplasma escasso com pleomorfismo nuclear ou celular minimo (Misdorp,
2002).

3.2.1.2 Hiperplasia lobular
A hiperplasia lobular é definida como uma proliferacdo ndo neoplésica dos ductos
intralobulares que resulta num aumento do nimero de ductos e de acinos por I6bulo (Misdorp
etal., 1999).

Existem trés tipos de hiperplasia lobular: a hiperplasia epitelial, a adenose e a hiperplasia
fibroadenomatosa.
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3.2.1.2.1 Hiperplasia epitelial
A hiperplasia epitelial é caracterizada por uma proliferacdo de células epiteliais nos
ductos intralobulares. Esta hiperplasia pode assumir uma forma semelhante a vista nos ductos

extralobulares, ou seja, & hiperplasia ductal (Misdorp et al., 1999).

3.2.1.2.2 Adenose
Na adenose, também chamada de hiperplasia lobular regular, as células epiteliais ndo
apresentam alterag@es atipicas. Pode ser encontrada no tecido mamario adjacente a neoplasias
mamarias benignas ou malignas (Goldschmidt et al., 2011).

3.2.1.2.3 Hiperplasia fibroadenomatosa felina
A hiperplasia fibroadenomatosa, também designada como alteracéo fibroadenomatosa,
é uma condic¢do clinicamente benigna bastante comum. Afeta fémeas na fase litea do ciclo
éstrico, gestantes, ou pseudogestantes, geralmente com menos de 2 anos de idade, ou animais
que tenham sido sujeitos a terapia com progesterona. As glandulas tornam-se edematosas,
dolorosas e ulcerativas e 0s sinais clinicos podem incluir taquicardia, letargia e anorexia.

Normalmente regride com o tempo sem tratamento (Solano-Gallego et al., 2016).

Pode afetar todas ou a maioria das glandulas mamarias que se apresentam aumentadas
de tamanho, sem envolver os linfonodos adjacentes, e normalmente ndo é acompanhada por
secrecdo de leite. A hiperplasia pode ser grave, levando a necrose, ulceracdo e infecdo

bacteriana secundaria dos tecidos (Cassali et al., 2018; Senna et al., 2019).

Histologicamente consiste numa proliferacéo dos ductos interlobulares e das células do
estroma periductais. O estroma € normalmente edematoso ou mixomatoso, e, inicialmente ¢é
constituido por tecido conjuntivo solto, j& nas lesdes mais antigas, ha um aumento da formagéo
de colagénio. O nucleo das células do ducto e o nucleo dos fibroblastos exibem algum

pleomorfismo e um aumento do nimero de mitoses (Goldschmidt et al., 2011).

3.2.2 Displasia

A displasia é facilmente identificada histologicamente como uma perda da organizacdo
arquitetonica do tecido. E, no entanto, mais dificil de identificar nas preparacdes citoldgicas,
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que tipicamente carecem de caracteristicas estruturais (Rutherford et al., 2011). Pode ser uma
caracteristica da neoplasia, contudo, ndo € necessariamente uma condi¢cdo neoplasica
(Withrow et al., 2013).

3.2.2.1 Ectasia do ducto
A ectasia do ducto é caracterizada pela dilatacdo dos ductos principais (extralobulares)
devido a inflamagdo ao redor do ducto. Dentro do limen dos ductos dilatados, ha uma
acumulagdo de residuos necroticos, um namero variavel de células espumosas com material
lipidico e colesterol. A ulceragdo do epitélio de revestimento, pode resultar na proliferacéo de
tecido de granulacdo para o lumen do ducto, resultando na estenose do mesmo (Goldschmidt et
al., 2017).

3.2.2.2 Fibrose focal
Pode ser observada fibrose em associa¢do com a hiperplasia lobular e a ectasia ductal
(Giménez et al., 2010). Como muitas lesbes referidas podem mostrar diferentes graus de
fibrose, este termo raramente € utilizado como diagnéstico (Misdorp, 2002).

3.2.2.3 Quisto
Os quistos mamarios, ou doenca fibroquistica, também conhecido como quisto de
cupula azul ou mastopatia poliquistica, € uma forma de displasia mamaria em que os ductos

dilatados se expandem para formar lesdes cavitarias (Raskin et al., 2010).

Os quistos mamarios podem apresentar-se como um nodulo quistico Unico e bem
circunscrito, ou como uma massa plana, elastica e multinodular. O(s) nodulo(s) apresenta(m)
um crescimento lento e expansivo, e a pele sobrejacente pode desenvolver uma cor azul, dai o
termo quisto de clpula azul. Os quistos mamarios podem coexistir com tumores mamarios
benignos e/ou malignos, portanto, a aspiracdo ou bidpsia de &areas solidas de uma massa
associada a um quisto ou outras massas mamarias deve ser realizada para excluir a presenca de

neoplasia mamaria concomitante (Solano-Gallego et al., 2016).
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4. Biologia do Tumor

Tem sido realizada uma intensa investigacao de marcadores de diferenciacao celular,
com o objetivo de melhorar o conhecimento relativamente a formacéo e desenvolvimento dos

tumores mamarios caninos e felinos.

A expressdo de alguns genes, recetores ou proteinas pode alterar durante o0 processo
maligno dos tumores mamarios felinos. Por isso, os chamados marcadores moleculares, podem
ser detetados por imunohistoquimica e produzir informagdes prognosticas Uteis em alguns casos
(Gimenez et al., 2010).

Para além dos recetores de estrogénio (RE) e dos recetores de progesterona (RP),
abordados de seguida, sdo varios os exemplos de marcadores moleculares envolvidos na
oncobiologia dos tumores mamarios, tais como, a proteina p53, RON (Recetor de proteina
nativa), VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), HER-2 (recetor epidérmico humano
tipo 2) e Ki-67.

A proteina p53 regula o ciclo celular e funciona como um supressor de tumores. O
papel principal deste gene passa pela conservacdo da estabilidade do genoma, impedindo a
sua mutacdo. Mais de metade dos cancros humanos tém uma mutacdo na proteina p53
(Horvath et al., 2007). A mutacdo e acumulacdo nuclear da proteina p53 foi detectada por
imunohistoquimica em 18,9% dos carcinomas mamarios felinos, e foi demonstrado que a
imunoreactividade da p53 foi significativamente menor nos adenomas em comparagao com 0S

adenocarcinomas (Murakami et al., 2000; Nakano et al., 2006).

O recetor de proteina nativa (RON) € um membro da familia de recetores de tirosina
quinases que estimulam as propriedades invasivas das células cancerigenas (De Maria et al.,
2002). No cancro da mama humana, ha um aumento notavel na expressdo do gene RON. Nos
gatos, verificou-se que a expressdo do RON acontece a um nivel muito elevado em 20% dos

carcinomas mamarios felinos (Maggiora et al., 1998; De Maria et al., 2002).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um fator angiogénico libertado por
tumores, que esta envolvido no crescimento, invasdo e metastase dos mesmos (Sahin, 2000).
No cancro da mama humano, foi demonstrado que tumores com niveis elevados de VEGF séo
biologicamente mais agressivos (Gasparini, 2000). Este fator foi também estudado em tumores

mamarios felinos, e a sua expressao foi mais elevada em carcinomas pouco diferenciados. Esta
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descoberta sugere que o VEGF poderia ser um marcador Util para prever o resultado clinico em
gatos com tumores mamarios (Millanta et al., 2002 b).

Outro marcador frequentemente detetado nas neoplasias mamaérias felinas é o recetor
epidérmico humano tipo 2 (HER-2) (Soares et al., 2013). E uma glicoproteina transmembranar
que pertence a familia do recetor do fator de crescimento epidérmico e estd envolvida numa
variedade de percursos moleculares, associados ao crescimento e progressdo tumoral. Em
humanos, a avaliagcdo do HER-2, tornou-se muito importante para o planeamento do tratamento
tumoral (Vollan et al., 2011). A sobre expressao desta proteina ocorre em cerca de 10-40% dos
carcinomas mamarios humanos e esta associada a uma maior agressividade tumoral e pior

prognostico.

O HER-2 foi considerado pouco detetdvel na glandula mamaria normal do gato,
aumentado em tumores mamarios benignos, e numa grande percentagem de amostras de
carcinoma (Ordas et al., 2007). Num estudo realizado por Millanta e 0s seus colegas,
concluiu-se que, nos gatos, a sobre expressdo de HER-2 é também um marcador de

malignidade dos tumores mamarios e de pior prognostico (Millanta el al., 2005).

O Ki-67 é uma proteina encontrada apenas nas células em divisdo, utilizado para
calcular o indice de proliferacdo celular (Millanta et al., 2002 a; Soares et al., 2015). Com
uma localizacdo intranuclear, os niveis de expressdo de Ki-67 sdo um bom marcador de
proliferacdo, muito util e fidvel no prognoéstico do cancro da mama humano (Dowsett et al.,
2011). Vérios estudos em mulheres, demonstraram que a expressao elevada de Ki-67, é um
indicador de mau prognostico de sobrevivéncia em doentes com cancro da mama (DeCensi et
al., 2011; Dowsett et al., 2011). Nos gatos, foram realizados varios estudos que permitiram
concluir que o indice de Ki-67, tal como na mulher, esta associado a tumores com
caracteristicas clinicopatologicas agressivas e a um pior prognostico (Soares et al., 2015;
Millanta et al., 2002 a).

Ainda ndo existe uma compreensdo total da desregulacdo dos fatores de crescimento e
hormonais que precede e conduz a tumorigenese mamaria canina e felina. Ha evidéncias de
que, tanto os fatores de crescimento e as hormonas esteroides, estdo intrinsecamente
relacionados e contribuem de forma autocrina e paracrina para a tumorigénese mamaria
(Queiroga et al., 2010).
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O facto de todas as cadeias mamarias estarem expostas a fatores de crescimento e
hormonas sexuais, pode traduzir-se num efeito de carcinogénese de campo, 0 que,
consequentemente, faz com que a maioria dos animais desenvolva tumores em multiplas

glandulas (Queiroga et al., 2010).

1.4.1 Recetores hormonais
A influéncia das hormonas nas neoplasias mamarias justificou a avaliagdo da expressao
dos recetores hormonais através da caracterizagdo da expressdo genética, bem como da

imunohistoquimica (Hoepp, 2021).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento de tumores mamarios em gatos € a
exposi¢do a hormonas ovaricas no inicio da vida. Em muitas espécies, as hormonas ovaricas
s80 necessarias para o desenvolvimento e maturagdo normal da glandula mamaria, mas podem

também ter efeitos tumorais (Withrow et al., 2013).

As glandulas mamarias sofrem alteracdes clinicas e histopatoldgicas distintas a medida

gue os niveis hormonais variam, de acordo com as fases do ciclo reprodutivo (Rehm, 2007).

Pensa-se que, nos gatos, tanto o estrogénio como a progesterona, desempenhem papéis
importantes na carcinogénese maméria felina, embora 0s mecanismos subjacentes sejam menos
claros do que para os cdes. Estudos anteriores mostraram que as fémeas ndo esterilizadas e 0s
gatos que estdo expostos regularmente a progesterona, correm um risco acrescido de

desenvolver neoplasia mamaria (Overley et al., 2005; Misdorp et al., 1991).

Os estrogénios e a progesterona provocam mitoses no epitélio mamario, induzem a
proliferacdo do epitélio ductal intralobular e o desenvolvimento de ductos e I16bulos, resultando

na expansdo das glandulas mamarias (Pike et al., 1993).

Anteriormente pensava-se que os efeitos tumorigénicos do estrogénio no cancro da
mama humano eram mediados através da ligacdo dos seus recetores e do aumento da producgao
de fatores de crescimento, resultando num aumento da proliferacdo celular (Pike et al., 1993).
Contudo, pesquisas mais recentes, mostram que o estrogenio e 0s seus metabolitos tém também
efeitos genotdxicos através do aumento de mutacGes e inducdo de aneuploidia independente
dos recetores de estrogénio (Russo et al., 2006; Okoh et al., 2011).
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J& os efeitos tumorigénicos da progesterona sdo, em parte, mediados por um aumento
da producdo da hormona de crescimento (GH) e dos recetores da hormona de crescimento
(GHR) induzido pela progesterona (van Garderen, 2002).

A GH vai estimular o tecido mamaério e, indiretamente, leva ao aumento do fator de
crescimento-1 da insulina (IGF-1). O IGF-1, para além de ser um fator proliferativo e de
sobrevivéncia das células epiteliais mamarias, regula a expressdo de varios genes envolvidos
no desenvolvimento do cancro da mama. O eixo GH/IGF-1 tem sido implicado na
carcinogénese mamaria humana, tem efeitos estimuladores diretos nos tecidos mamarios, bem
como efeitos indiretos através do aumento do factor de crescimento-1 da insulina (IGF-1)
(Thorne et al., 2003; Hamelers et al., 2003).

Os recetores de hormonas esterdides sdo proteinas intracelulares de alta afinidade, que
reconhecem estas hormonas e estimulam a sua acdo (Mulas et al., 2000). Os recetores estédo
inativos na auséncia da hormona in vivo. A sua presenca, vai resultar na rapida transformacéo
do recetor inativo para um estado ativo. Este processo tem sido referido como ativacdo ou

transformacéo (Grody et al.,1982; Carson-Jurica et al., 1990).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais altamente especificos dirigidos contra
as proteinas recetoras de estrogénios (RE) e de progesterona (RP), permitiu o estudo de
proteinas recetoras em seccgdes tecidulares através de métodos imunohistoquimicos (Mulas et
al., 2000).

Os recetores de estrogénio e de progesterona estdo presentes nos nucleos das células
normais, displasicas e neoplasicas luminais, células epiteliais suprabasais ou basais e células
estromais, enquanto a sua expressao nas células mioepiteliais € equivoca ou negativa (Millanta
et al., 2005). Um estudo realizado por Mulas e os seus colegas (2000) mostrou que lesdes
displasicas e benignas expressam tanto sobre expressdo de RE (76,82%) como de RP (66,7%).
Na hiperplasia fibroadenomatosa felina, todos os casos expressam RP, mas apenas 50% dos
casos expressam RE (Mulas et al., 2000).

Segundo Mulas et al., 2000, a maioria dos carcinomas mamarios em gatos nao apresenta
sobre expressdo de recetores de estrogénio. Em relacdo a expressdo de RP, a semelhanca da
expressao de RE, esta parece ser mais elevada em tumores mamarios caninos e felinos benignos

do que em tumores malignos (Krawczyk et al., 2017).
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Nos seres humanos, o RE e o RP dos carcinomas da mama, costumam ser analisados e
utilizados como indicadores de progndstico, bem como para deciséo terapéutica. Segundo um
estudo realizado por Hammond e os seus colegas (2010), doentes com niveis mais elevados de
recetores hormonais, terdo um melhor prognostico. Nestes casos € aconselhada a realizacdo de

terapia endocrina (Hammond et al., 2010).

Segundo Millanta et al., 2006, os tumores em que 0s recetores de estrogénio ndo foram
expressos, estdo associados a um pior progndstico. A elevada proporcao de carcinomas sem
recetores de estrogénio, € uma caracteristica partilnada com os carcinomas de mama humanos
independentes das hormonas, o que pode ser importante para a oncologia comparada. Além
disso, a determinacdo da existéncia de recetores de estrogénio ou de progesterona num tumor,
pode ajudar a decidir se um gato beneficiaria de tratamento endocrinolédgico, e desenvolver
protocolos terapéuticos baseados na administracdo de um antagonista dos recetores de

progesterona (Millanta et al., 2006).

Apesar da expressao de RE e RP estar implicada nas fases iniciais do desenvolvimento
tumoral mamario, muitos investigadores relataram que a maioria dos carcinomas mamarios
felinos sdo RE e RP negativos, com cerca de um terco dos tumores PR positivos (Millanta et
al., 2005; Soares et al., 2016).

A baixa quantidade de recetores hormonais nos tumores é consistente com a maiortaxa
de malignidade e um comportamento clinico mais agressivo nos tumores mamarios felinos. Ao
contrario de alguns tumores malignos, o tecido mamario normal e as lesGes displasicas na
glandula mamaria, apresentam, tanto recetores de estrogénio, como de progesterona. No
entanto, esta dependéncia hormonal parece diminuir com a progressdo histoldgica de benigna

para maligna (Millanta et al., 2005).

5. Epidemiologia

Como ja foi mencionado, os tumores mamarios felinos s&o o terceiro tipo mais comum
de tumores nos gatos (Hayes et al., 1981, Schmidt et al., 1967). Contudo, num estudo realizado
na Universidade Lusdfona de Humanidades e Tecnologias, onde foi caracterizada a distribuigdo
de tumores felinos em Portugal, concluiu-se que os tumores mamarios foram os mais

prevalentes (Soares et al., 2021). Este tipo de tumor representa 17% de todos os tumores em
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fémeas, com uma incidéncia de aproximadamente 25 casos por 100.000 gatos fémeas por ano
(Morris, 2013). Contudo, a prevaléncia e incidéncia de tumores mamarios em animais de
companhia varia geograficamente, sendo menor nos locais onde as fémeas sdo esterilizadas em

idades mais jovens (Beauvais et al., 2012; Salas et al., 2012).

6. Fatores de risco

Os trés principais fatores de risco para o desenvolvimento de tumores mamarios em

gatas ja identificados sdo a idade, a raga e a exposi¢do hormonal (Bulman-Fleming, 2020).

1.6.1 Idade
Tal como no cdo, a neoplasia mamaria € uma doenca vista predominantemente em gatos
de meia-idade a gatos mais velhos. A idade média de diagnostico situa-se entre os 10 a 12 anos
(Hayden et al., 1971). O risco aumenta gradualmente com a idade, mas ndo se torna

significativo até 7 a 9 anos, e continua a aumentar até aos 12 a 14 anos (Withrow, 2013).

1.6.2 Raga
Apesar de qualquer animal poder desenvolver tumores mamarios, tem sido sugerida a
predisposicdo genética em algumas ragas. Assim, as racas Siamesa, Shorthair doméstico e
Oriental, tém sido associadas a um maior risco para o desenvolvimento de neoplasias mamarias

(Novosad, 2003).

Em geral, a predisposi¢do genética para uma doenga esta frequentemente associada a
uma idade mais jovem de diagndstico. Os gatos siameses sdo significativamente mais jovens
quando diagnosticados com tumores mamarios (Hayes et al., 1985). Os gatos siameses
aparecem sobre representados quando comparados com outras ragas, no entanto, tém um risco
aumentado para muitos tipos de tumor, ndo apenas tumores mamarios (Ito et al., 1996; Rissetto
et al., 2011; Gabor et al., 1998) E, portanto, possivel que o aumento da incidéncia em gatos
siameses, se deva a alteragbes germinativas associadas a raca nos genes comuns de
suscetibilidade tumoral ou a alteracdo da funcéo do gene supressor do tumor, que confere um

risco aumentado para muitas malignidades diferentes (Withrow, 2013).
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1.6.3 Exposi¢do Hormonal

Tal como nos seres humanos e nos caes, as alteragdes hormonais associadas ao ciclo
éstrico podem influenciar o desenvolvimento de tumores mamarios em gatos (Morris, 2013).
Esta informacdo € apoiada através de um estudo de Overley e os seus colegas (2005) que
demonstraram um efeito protetor da esterilizagdo, que diminui rapidamente nos primeiros anos;
reducbes no risco de desenvolvimento de tumores mamaérios de 91%, 86%, e 11% foram
observadas em gatos que realizam a ovariohisterectomia antes dos 6 meses, entre 7 e 12 meses,
ou 13 e 24 meses, respetivamente. Nenhum beneficio foi encontrado ap6s 24 meses (Overley
et al., 2005).

Outras provas para apoiar uma etiologia hormonal, é que os recetores de estrogénio e
progesterona sdo encontrados nos tecidos mamarios normais e nos tumores benignos, mas por
outro lado, é muito pouco frequente encontra-los em tumores malignos e metastases (Mulas et
al., 2000; Mulas et al., 2002; Millanta et al., 2005).

A administracdo de progestogénios para prevenir 0 cio, aumenta o risco de
desenvolvimento de tumores mamarios devido ao efeito cancerigeno relacionado com a dose
administrada. Este resultado parece ser mais evidente se estes medicamentos forem
administrados regularmente durante longos periodos de tempo, e ndo de forma intermitente. Os
gatos machos apresentam um risco semelhante se tratados com progestogénios (Keskin et al.,
2009).

As evidéncias indicam que as hormonas esteroides, atuam nas fases iniciais do
desenvolvimento tumoral, e que 0s niveis dos recetores de estrogénio e progesterona sdo
reduzidos nos carcinomas quando comparados com 0s tumores benignos. Este facto pode
indicar um crescimento tumoral independente de hormonas nas fases avangadas da malignidade
(Mulas et al., 2000; Millanta et al., 2005).

Para alem das hormonas ovaricas, e como ja foi mencionado anteriormente, também as
hormonas pituitarias, prolactina e hormona de crescimento foram associadas a carcinogénese
do cancro da mama humano e dos tumores mamarios caninos e felinos (Queiroga et al., 2014;
Wang et al., 2016).
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7. Histdria e Apresentacao Clinica

Os tumores mamarios séo faceis de detetar no exame fisico, aparecem como uma ou
varias massas discretas e de consisténcia firme nas glandulas mamarias (Weijer et al., 1983).
Os tumores multiplos sdo comuns, segundo um estudo realizado por Hayes e 0s seus colegas
(1985), 60% dos gatos tinham mais de um tumor no momento do diagndstico (Hayes et al.,
1985).

Algumas lesdes mamarias benignas tém uma apresentacao clinica caracteristica, como
é 0 caso dos adenomas, quistos e hiperplasia fibroadenomatosa, ja outras apresentam-se apenas
como um aumento mamario. E comum os gatos com adenomas apresentarem nddulos
pequenos, solitarios, circunscritos e firmes, enquanto animais com quistos, costumam
apresentar areas esféricas ou nodulares numa ou mais glandulas. Nos gatos com hiperplasia
fibroadenomatosa, é mais comum apresentarem-se com uma ou varias glandulas mamarias

aumentadas, sem producéo de leite (Wehrend et al., 2001).

As glandulas mamarias podem ser edematosas, dolorosas e por vezes tdo grandes que
prejudicam a marcha, os linfonodos locais podem ou néo aparecer aumentados (Marti et al.,
2014; Pérez-Alenza et al., 2004). Possiveis sinais sistémicos incluem taquicardia, letargia e

anorexia (Gorlinger et al., 2002).

E importante realizar um exame cuidadoso de todas as glandulas mamérias ao avaliar
um gato com uma historia prévia de tumores mamarios, especialmente se tratado com
mastectomia simples, pois é comum o crescimento de novos tumores mamarios. O tamanho dos
tumores no diagnostico, depende de quéo cedo € detetado e quao agressivo o tumor se comporta
(Pérez-Alenza et al., 2004).

8. Diagnostico

Quando h& uma alteragdo na glandula mamaria, deve ser estabelecido um correto
diagndstico e iniciado o tratamento o mais rapidamente possivel (Manesh et al., 2014). Uma
histdria pregressa e um exame fisico completo deve ser realizado em todos 0s animais comum

aumento mamario (Sorenmo et al., 2011).
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Estdo indicados os seguintes exames complementares de diagnodstico: hemograma
completo, perfil bioquimico sérico, analise urinaria, ecografia abdominal e radiografias
torécicas, incluindo vistas ventrodorsal e lateral direita e esquerda. A ecografia abdominal
deve ser realizada para excluir uma possivel gestacédo, e para identificar possiveis metastases
hepaticas, esplénicas ou renais, bem como o envolvimento de linfonodos intra-abdominais, e
as radiografias toracicas devem ser obtidas para identificar potenciais metéstases (Wehrend et
al., 2001; Giménez et al., 2010).

Em neoplasias malignas, a incidéncia de metastases a distancia, principalmente nos
pulmdes e pleura, é elevada, embora também possam estar envolvidos linfonodos, figado e
0ssos (Hassan et al., 2016; Withrow et al., 2013).

Em gatas fémeas esterilizadas com hiperplasia mamaria, a possibilidade de sindrome do
ovario remanescente deve ser investigada (Johnston et al., 2001).

Embora alguns sinais clinicos (crescimento rapido, tamanho do tumor, ulceracéo e
fixacdo a pele e tecidos subjacentes) possam ser uma indicacdo de malignidade (Tabela 4), ndo
é possivel diferenciar clinicamente entre tumores mamarios benignos e malignos, pelo que a

avaliacdo citoldgica ou histopatoldgica esta sempre indicada (Goldschmidt et al., 2017).

A determinacdo da malignidade pode ser conseguida através do exame citoldgico por
aspiracao de agulha fina (PAAF) da massa, contudo, este exame ndo reflete necessariamente

comportamento bioldgico, ou o subtipo de tumor (Hoepp, 2021).

Os tumores mamarios que exibem critérios citolégicos de malignidade moderada a
marcada, como anisocariose, nicleos proeminentes, e figuras mitdticas atipicas, séo suscetiveis
de correlacionar o diagnostico citolégico com o diagnostico histopatoldgico de neoplasia
maligna. Contudo, utilizando a citologia, tumores malignos que carecem de critérios
significativos de malignidade, podem vir a ser incorretamente diagnosticados como lesdes
benignas, mesmo sendo tumores infiltrativos ou invasivos (Hoepp, 2021). A precisdo da
diferenciacéo citologica de tumores mamarios benignos e malignos é de aproximadamente 20%
(Goldschmidt et al., 2017).
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Tabela 4 - Diferenciacao entre tumores mamarios benignos e malignos (Goldschmidt et al.,
2017).

Benigno Maligno
Bem circunscrito Mal circunscrito
Margens regulares Margens irregulares
Tecido conjuntivo fibroso compacto na Tecido conjuntivo fibroso imaturo na
periferia Periferia

A necrose € central e associada a perda do A necrose ¢ multifocal e associada a rapida

fornecimento vascular proliferacdo de células neoplésicas
Os nucleos sdéo monomorficos Os nucleos séo pleomérficos
Nenhuma invasao linfatica ou vascular Possivel invasdo linfatica ou vascular
Sem metéastases nos linfonodos Possivel metastase nos linfonodos

Assim, a biopsia seguida de exame histopatoldgico, continua a ser a melhor forma de
realizar o diagnostico incluindo tipo de tumor, benigno versus maligno, grau e prognostico
(Hoepp, 2021; Goldschmidt et al., 2017). Relativamente a este meio de diagnoéstico, a biopsia
por incisdo parcial deve ser evitada, € preferivel a excisdo total, seguida do exame
histopatoldgico. Se o animal apresentar tumores multiplos deve ser realizado um exame

microscopico a cada tumor (Manesh et al., 2014).

9. Estadiamento da doenca

Em caso de suspeita ou confirmacdo de um tumor mamario, deve ser investigada a

extensdo e o grau de propagacdo do tumor antes da exciséo cirurgica (Morris, 2013).

O estadiamento é realizado utilizando uma modificagdo do sistema original da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e é indicada a sua determinacéo no caso de neoplasias
malignas (Tabela 5) (Owen, 1980).

No sistema modificado, o tumor encontra-se no estadio | se for menor que 2cm, no
estadio Il se estiver entre 2 a 3 cm, e no estadio Il se tiver mais de 3 cm de diametro.
Contrariamente ao sistema canino, o estadio Il inclui tumores T1 ou T2 com metastase no

linfonodo regional ou tumores T3 onde o linfonodo pode ou nao estar metastizado. O estadio
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IV inclui qualquer tumor com metéstase no linfonodo regional e metéastase distante (McNeill et
al., 2009).

E muito importante realizar a correta medi¢do do tumor primario visto que o seu
tamanho vai influenciar o progndstico: tumores com didmetro menor que 3cm sdo associados a

taxas de sobrevivéncia maiores que aqueles com mais de 3cm de diametro.

Tabela 5- Sistema de estadiamento de tumores mamarios felinos modificado. (Owen, 1980)

Estadio | Diametro tumoral (T) | Linfonodo Regional (N) Metéastases distantes (M)
I <2cm (T1) Negativo (NO) Negativo (MO0)
Il 2-3cm (T2) Negativo (NO) Negativo (MO)
Il >3 cm (T3) Negativo ou positivo (NO or N1) | Negativo (MO)
<3 cm (T1-T2) Positivo (N1) Negativo (MO)
v Qualquer T Qualquer N Positivo (M1)

10. Tratamento

Geralmente o tratamento recomendado para as lesdes mamaérias benignas, é a cirurgia.
Apesar de ser um tratamento curativo, € importante estar ciente de que este tipo de lesdes podem
sofrer uma transformacdo maligna, e, por isso, devem ser obtidas margens limpas. Apds a

cirurgia, a massa deve ser submetida a exame histopatologico (Giménez et al., 2010).

Relativamente a hiperplasia fibroadenomatosa, o tratamento é ligeiramente diferente.
Como ja foi referido anteriormente, esta lesdo caracteriza-se por um inchago agressivo e rapido
das glandulas mamarias com progressdo para necrose se nao for tratada. Neste caso, a
esterilizacéo € a primeira op¢édo de tratamento, geralmente as lesdes acabam por regredir dentro

de 3 a 4 semanas, podendo ir até aos 5 a 6 meses (Gorlinger et al., 2002).

Quando os animais possuem lesdes ulcerosas extensivas na regido das glandulas
mamérias, € recomendada a administracdo de antibidticos sistémicos de largo espetro e
analgésicos (ndo é recomendada a utilizacdo de farmacos com esteroides na sua composicao)
(Loretti et al., 2005).
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Caso as lesdes tenham sido causadas pela administracdo prolongada de acetato de
megestrol ou medroxiprogesterona, a sua administragdo deve parar imediatamente. Caso a
remocao da fonte de progesterona nao resulte na regressdo da hiperplasia, entdo é recomendada

a mastectomia parcial ou total (Loretti et al., 2005).

Relativamente aos tumores malignos, a cirurgia continua a ser o tratamento de escolha,
e pode ser utilizada por si s6 ou em combinacdo com outros modos de terapia, tais como a

quimioterapia (Howard et al., 2020).

Para a maioria dos tumores solitarios, é recomendada uma mastectomia radical
unilateral. Para tumores maltiplos envolvendo as duas cadeias mamarias, devem ser realizadas
mastectomias radicais bilaterais. Ao contrario dos cdes, a extensdo da cirurgia é prognostica em
gatos pois, animais submetidos a mastectomias radicais, tém intervalos mais longos sem
doenca. A maioria dos carcinomas mamarios ndo possuem recetores de estrogénio e de
progesterona, pelo que o papel da ovarioesterectomia concomitante ndo é claro (Bulman-
Fleming, 2020).

Para algumas gatas com tecido mamario excessivamente solto, uma mastectomia de
cadeia bilateral pode ser realizada durante uma Unica sessdo cirdrgica se for possivel alcancar
uma tensdo poés-cirirgica minima, contudo, esta descrito que estes animais podem ter uma
recuperacdo mais complicada. Para tumores que sdo fixos, a fascia muscular ou por¢des da

parede do corpo devem ser incluidas com ressec¢des em bloco (Withrow, 2013).

A detecdo precoce e a cirurgia agressiva (incluindo a mastectomia profilactica) podem
resultar na sobrevivéncia a longo prazo de gatos com tumores mamarios em fase precoce. No
entanto, em gatos com diagndstico tardio, com grandes tumores primarios, ou linfonodos

locais com metastases, apenas a cirurgia ndo é eficaz (Withrow, 2013).

O beneficio da quimioterapia ndo estd comprovado, mas é defendido pela maioria dos
clinicos para gatos com fatores de progndéstico negativos. A doxorubicina esta disponivel como
um agente Unico ou em combinacdo com a ciclofosfamida (McNeill et al., 2009). O uso de
doxorubicina e ciclofosfamida no contexto de tumor agressivo tem sido associado a uma taxa
de resposta global de 45-50% (Bulman-Fleming, 2020).

O presente estudo teve como objetivo, tanto a caracterizagdo de uma populacao felina

em relacdo as lesdes benignas neoplasicas e ndo neoplasicas, como realizar a correlacdo entre
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a presenca de RE e RP com a idade, raga, tamanho do tumor, presenca de lesdes malignas,
estado reprodutivo no momento da cirurgia e administracdo prévia de progestagénios para
controlo do estro, e comparar os resultados obtidos com a literatura existente.
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2. MATERIAL E METODOS

Os dados do presente estudo foram recolhidos no ambito do doutoramento da Mestre
Maria Jodo da Costa Soares, na Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa
(FMV-UL), sendo que a autora da presente dissertacao realizou a andlise estatistica e o estudo
dos mesmos. Os dados recolhidos incidiram em andlises histopatoldgicas de lesGes sediadas
na glandula mamaria de animais da espécie felina do sexo feminino. Os dados foram
recolhidos de abril de 2011 a janeiro de 2014 em varias clinicas e hospitais, nomeadamente:
Hospital escolar da FMV-UL, Clinica Veterinaria Zoomédica, Hospital Veterinario do
Barreiro, Clinica Veterinaria Mvet e Hospital Veterindrio da Estefania. Foi obtido o
consentimento por parte dos tutores dos animais para a colheita de amostras e para a utilizacéo
dos dados clinicos. A colheita da amostra foi realizada aquando da realizacdo da mastectomia.

O estudo ndo condicionou de nenhuma forma o desenrolar clinico.

Foram incluidas 28 fémeas no estudo, e foram avaliadas e registadas as seguintes
caracteristicas clinicas e patoldgicas: idade, raca, estado reprodutivo no momento da cirurgia
(inteiro versus esterilizado), administracdo prévia de progestagenios para controlo do estro,
tratamento realizado, extensdo da cirurgia (lumpectomia, mastectomia unilateral ou
mastectomia bilateral), realizacdo de OVH aquando da realizagcdo da mastectomia e por Gltimo,

existéncia de maltiplos tumores.

Relativamente aos tumores ou lesdes benignas, foram recolhidos o0s seguintes
parametros: diagndstico histopatoldgico, tamanho da leséo, avaliacdo imunohistoquimica dos
recetores de estrogenio e dos recetores de progesterona nas lesbes e existéncia de tumores

malignos associados.

2.1 Processamento do tumor

Foram recolhidas 48 lesbes mamarias, que sofreram fixacdo com formalina tamponada
a 10% durante 24 a 48 horas e foram processadas para exame histologico de rotina. Todos os
tumores foram classificados de acordo com o sistema de classifica¢do da Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) (Misdrop et al., 1999).
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2.2 Imunohistoquimica (IHQ)

Foi selecionada uma area especifica (6 mm de didametro) de cada leséo, evitando as areas
necroticas e o tecido normal e foram obtidas sec¢des dos tecidos com cerca de 3 a 4 um de

espessura, para realizacdo de imunohistoquimica de detecao dos RE e dos RP.

O anticorpo anti-RE (clone 6 F11, diluicdo 1:100; Thermo Scientific, Rockford, EUA),
foi aplicados nas amostras apds recuperacdo do antigénio com tampdo citrato de sédio (0,01 M
NaCH3COO, pH 6,0), utilizando uma panela de pressdo (2 min a 2 atm). Para a detecdo de RE,

os anticorpos foram incubados durante a noite a 4 °C (Soares et al., 2015).

Em relacdo a detecdo de RP, foi utilizado o anticorpo anti-RP (clone 1E2 pronto ausar,
Ventana, Tucson, EUA), incubado durante a noite a 4°C, apds recuperacdo do antigénio em
0,01 M de solugdo de citrato de sddio (pH 6,0), num banho de agua a 95 °C, durante 60

minutos (Soares et al., 2015).

Finalmente em ambas as técnicas foi usado o sistema de detecdo do Novolink
Maxpolymer (Novolink MaxPolymer Detection System, Leica Biosystems Wetzlar, Germany),
com cromogéneo 3,3’-Diaminobenzidinatetrahidroclorido (DAB, DAKO), seguido de
coloracdo de contraste com hematoxilina de Mayer (Soares et al., 2015). Como controlo
positivo foi utilizado Utero de gata.

A classificacao dos resultados da coloracdo foi feita de acordo com as guidelines Allred
Score para a interpretacdo da coloracdo de RE e RP (Tabela 6). Um tumor foi considerado
positivo para RE e RP ao apresentar uma pontuacao >2 (Soares et al., 2016).

A expressdo dos biomarcadores obtida através de IHQ foi pontuada por dois
observadores independentes que estavam cegos as caracteristicas clinicopatoldgicas das
amostras e ao prognostico dos resultados dos animais. As interpretagdes discordantes foram

ainda debatidas e resolvidas utilizando um microscopio para varios observadores.

A captacdo das imagens foi realizada através de um microscopio (Olympus BX51
microscopio de luz, Pennsylvania, EUA) equipado com uma camara Olympus DP25.
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Tabela 6- Critérios de classificacdo dos recetores RE e RP, de acordo com o Allred score

Score para a percentagem de células tumorais Score para a média da intensidade da
positivas coloracéo
Score Interpretacéo Score Interpretacéo
0 Sem coloracéo 0 Sem coloracao
1 <1% 1 Fraca
2 1-10% 2 Média
3 10-33% 3 Forte
4 33-66% Allred Score (0-8)= Soma dos dois scores
5 >66%

2.3 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences) e do Microsoft Excel.

Foi realizada uma andlise estatistica de todas as caracteristicas analisadas exceto o

tratamento realizado, a extensdo da cirurgia e a realizacdo de OVH durante a cirurgia

Em primeiro lugar foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para testar a normalidade da
amostra. O p relativo a este teste foi inferior a 0,001, portanto, a amostra ndo tem uma

distribuigdo normal.

Assim, a andlise foi realizada através de testes ndo paramétricos, tais como: teste U
Mann-Whitney, teste exato de Fisher e o teste Qui Quadrado. Foram estabelecidas associa¢des
entre 0 tamanho do tumor, a classificacdo dos recetores de progesterona e de estrogenio
(positivo ou negativo), o grupo do tumor (lesdo displasica ou tumor benigno), a histopatologia,
a idade do animal, a presenca de tumores malignos, a racga, a administracdo da pilula e a

esterilizag&o.

Foi ainda utilizado o teste de correlacdo de Spearman para a avaliagdo de possiveis
correlagdes entre: tamanho do tumor, o status dos recetores de progesterona e de estrogénio e a
idade.
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Para o estudo das associagdes estatisticas de parametros clinicos tais como: raca, idade,
presenca de tumores malignos, administracdo de pilula e se estava esterilizada no momento da
cirurgia foi considerada uma lesdo por animal. Nos casos em que o animal apresentava mais

do que uma lesdo, foram utilizados os seguintes parametros na escolha do tumor:

- Foram selecionados tumores com maior tamanho, ja que, tumores malignos com maior

tamanho tém tendéncia a ter uma maior malignidade

- Quando o animal apresenta uma lesdo displasica e um tumor benigno, foi escolhido o

tumor benigno

-Na andlise estatistica relativa ao estudo dos parametros histopatolégicos (tamanho do
tumor, classificacdo histopatolégica) foram consideradas todas as lesdes.

Foi ainda realizada a analise multivariada dos dados através da analise de componentes
principais (PCA). O PCA é um método de classificagdo multi-variavel ndo supervisionado cuja
utilizacao permite identificar padrdes e agrupar amostras semelhantes e obter informacao sobre

as interacOes entre as variaveis originais (Felizardo, 2010).

Um modelo PCA decompde a matriz de dados originais num produto de duas matrizes
mais pequenas, designadas como scores e loadings. A andlise das matrizes dos scores e dos
loadings originadas pelo PCA pode ser muito Gtil para extrair a informagcao existente nos dados
originais. A escolha do niamero de PCs (componentes principais) que devem ser consideradas
para descrever os dados originais € um aspecto muito importante. Um dos critérios mais
utilizados é escolher o nimero de PCs que conduzam a uma varidncia acumulada capturada

superior a 90%.

Depois de escolhido o nimero de PCs do modelo, é usual efetuar a analise dos graficos
da localizacdo das amostras (scores) e da relacdo e importancia das variaveis/propriedades para

descrever o conjunto de dados (loadings).

Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p igual ou inferior
a 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo da amostra populacional

Das 48 lesdes analisadas, existiu uma lesdo que ndo foi possivel avaliar a expressao
proteica dos recetores de estrogénio (durante a recuperacdo de antigenio houve destacamento
do tecido da lamina). Assim, a amostra populacional estudada para os recetores de progesterona

é de 28 animais e para o estrogénio é de 27 animais.

Através da tabela 7 e 8, é possivel observar a associacdo de todas as caracteristicas
clinico-patoldgicas e histopatoldgicas estudadas, e a sua associagdo com o0s recetores de

estrogénio e de progesterona.

3.1.1. Caracteristicas histopatoldgicas

3.1.1.1. Caracterizacdo das lesdes de acordo com 0s recetores de estrogénio e progesterona

Como é possivel observar no gréfico 4 e na tabela 7, das lesdes analisadas, a maior parte
das lesdes apresentavam expressao positiva para os recetores de estrogénio (n=43), constituindo
91,5% da amostra. Destas, a maioria eram lesdes displasicas (n=39). Ja para os recetores de
progesterona, a maior parte das lesdes ndo apresentava recetores de progesterona (n=31,
64,6%), como é possivel analisar na Tabela 7 e no grafico 5. Destas, 26 foram classificadas

como lesdes displasicas e 5 como neoplasias benignas.

50
39
40
30
20
10
4 2 2
0 I —
n? animais ER positivo ER negativo
M Neoplasias benignas Lesdes displasicas

Gréfico 4- Caracterizagdo das lesdes relativamente aos recetores de estrogénio
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Gréfico 5- Caracterizagédo das lesdes relativamente aos recetores de progesterona.

Na analise estatistica ndo houve relacdo estatisticamente significativa entre o tipo de
lesdo e a expressdo proteica dos recetores de estrogénio (p=0,074) ou dos recetores de

progesterona (p=0,402).
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Tabela 7- Caracteristicas histopatologicas e associacdo com recetores de estrogénio e
progesterona

Recetores de
Recetores de

Total o progesterona
) ) o estrogénio
Caracteristicas histopatolégicas p (n=48) P
(n=47)
18 Positivo Negativo Positivo | Negativo
(n=43) (n=4) (n=17) | (n=31)
Tamanho do )
Média (cm) EPM-2,4 1,77 1,86 0,83 0,699 1,44 1,9 0,023
tumor
- 7 - 42
Lesdo displasica 39 2 16 26
) (87,5%)
Tipo de leséo . - 0,396
Lesdo neoplasica 6 0,074
. 4 2 5
benigna (12,5%)
) ) 24
Ectasias Ductais 22 1 9 15
(50%)
Adenoma 6
- 4 2 1 5
Tubulopapilifero (12,5%)
1
Adenose 1 0 1 0
(2,1%)
Histopatologia Hiperplasia 5 . 0 0,192 5 3 0,147
lobular (10,4%)
Hiperplasia 4
epitelial 3 1 3 1
. (8,3%)
intraductal
Hiperplasia 8
perp 1 7

fibroadenomatosa (16,7%)

Legenda: EPM- Erro padrdo da média
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Através da figura 2 e 3 podemos observar 8 exemplos do resultado da detecdo

imunohistoquimica dos recetores de estrogenio e de progesterona nas lesdes benignas.

Figura 2 - Avaliacdo IHQ da expressdo do RE e do RP em tecidos mamérios felinos com
ectasias ductais: a) RP positivo (40x) b) RP positivo (400x) c) RE positivo (100x) d) RE
positivo (400x). Fotografias originais gentilmente cedidas pela Professora Doutora Maria Jodo
Soares (contra coloragdo com Hematoxilina de Mayer).
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Figura 3 — Avaliacdo IHQ da expressdo do RE e do RP em tecidos maméarios felinos com
hiperplasia fibroadenomatosa e adenoma: a) Hiperplasia Fibroadenomatosa RE positivo (400x)
e b)Hiperplasia Fibroadenomatosa RP negativo (400x) ¢) Adenoma com RE positivo (400x) e
d)Adenoma RP positivo (400x). Fotografias originais gentilmente cedidas pela Professora

Doutora Maria Jodo Soares (contra coloracdo com Hematoxilina de Mayer).

3.1.1.2. Caracterizacdo das lesdes mamarias de acordo com o diagndstico histopatolégico

Depois da analise histopatoldgica das lesGes presentes na glandula mamaria, é possivel
observar pelo grafico 6 que, na amostra estudada, 6 lesdes eram neoplasias benignas e 42 eram
lesBes displasicas. A neoplasia benigna encontrada foi 0 adenoma, a lesao displasica com maior
prevaléncia neste estudo foi a ectasia ductal. O nimero total de patologias diagnosticadas na
glandula mamaria foi de 48, um valor superior ao nimero de casos estudados visto que, 6
animais apresentavam, em varias glandulas mamaérias, 0 mesmo tipo de lesdo e 6 apresentavam

mais de um tipo de leséo.

49




Como podemos observar na tabela 7, 39 das lesdes displasicas apresentaram sobre
expressdo dos recetores de estrogénio, enquanto que apenas 2 lesbes displasicas ndo
apresentaram sobre expressdo do recetor. Para 0s recetores de progesterona, 16 lesdes

displasicas mostraram sobre expressdo enquanto que 26 foram classificadas como negativas.

30
25
20
15

10

1 4
0 ||
ne animais Neoplasia Benigna Lesdes Displasicas/Hiperplasicas
M Ectasia do ducto B Adenose Hiperplasia Epitelial Intraductal
Hiperplasia lobular B Hiperplasia Fibroadenomatosa B Adenoma

Gréafico 6- Caracterizacdo da patologia presente ao nivel das glandulas mamarias, nas gatas.

Para as neoplasias benignas, e relativamente aos recetores de estrogénio, em 4 animais
as lesbes apresentavam sobre expressdo deste recetor, enquanto 2 animais ndo apresentaram
expressdo do recetor. Para 0s recetores de progesterona, um animal apresentou lesdo

considerada RP positiva enquanto 5 eram negativas (Tabela 7).

Relativamente a andlise estatistica, ndo houve qualquer relacdo estatisticamente
significativa entre o tipo de lesdo e a expressdo proteica dos recetores de estrogénio e de
progesterona.

3.1.1.3. Caracterizacéo das lesbes de acordo com o tamanho do tumor

Relativamente ao tamanho do tumor, a média do tamanho dos 48 tumores foi de 1,73
cm (Tabela 7). As lesdes com RP negativo apresentaram em média 1,9 cm, o que demonstrou
ser estatisticamente diferente das lesdes com RP positivo, que tiveram uma média de 1,44 cm
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(p=0,036). Assim, lesdes de maiores dimensdes foram significativamente associadas a
classificacdo de RP negativa.

Em relacdo aos recetores de estrogénio, a andlise estatistica ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,699).

3.1.2. Caracteristicas clinicopatologicas

3.1.2.1. Caracterizacdo etaria das gatas com lesdo mamaria

A maior parte das lesdes encontradas teve diagnéstico de lesdo ndo neoplésica, sendo
que as idades dos animais afetados variaram entre 0s 0,4 e 0s 14 anos, com uma média de 9,5,
como estd indicado na Tabela 8.

Relativamente aos recetores hormonais, a média de idades de animais que apresentavam
recetores de estrogénio nos seus tumores foi de 9,3 anos (EPM- 3,06), j& a média de idades dos
animais sem recetores de estrogénio nos seus tumores foi de 11,3 anos (EPM- 0,58).
Relativamente aos recetores de progesterona, a média de idades dos animais positivos foi de
9,5 (EPM- 2,75) e a média de idade dos animais sem recetores de progesterona foi de 9,7 anos
(EPM- 3,14) (Tabela 8).

Relativamente a analise estatistica, embora ndo tenham sido verificadas associaces
estatisticamente significativas entre a idade e os RE (p=0,219) ou os RP (p=0,588), na analise
de correlagdo de Spearman, foi demonstrada uma correlagdo entre os animais mais jovens e
maiores classificagdes no Allred score, aquando da avaliagdo dos recetores de estrogénio

(p=0,013) e de progesterona (p=0,043) nos tumores.
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Tabela 8- Caracteristicas clinicopatolédgicas e associagdo com recetores de estrogénio e

progesterona

Caracteristicas

clinicopatoldgicas

Meédia de idades (anos)
EPM- 2,96

SRD
Raca
Pura
Sim
Pilula Né&o
Sem dados
Sim
Esterilizado 5
Né&o
Lumpectomia
3 Mastectomia
Extensdo .
) ] unilateral
da cirurgia :
Mastectomia
bilateral
OVH na Sim
CX
Néo
Cirurgia e
Tratamento Quimioterapia
realizado o
Cirurgia
Tumores Sim
malignos
associados Né&o

Total

9,5

21 (75%)
7 (25%)
15(53,57%)
12
(42,86%)
1 (3,57%)
9 (32,14%)
19
(67,86%)
5 (17,86)
19
(67,86%)

4 (14,29%)

11
(39,28%)
8 (28,57%)

2 (7,14%)

26
(92,86%)
17
(60,71%)
11
(39,29%)

Legenda: EPM- Erro padrdo da média

Recetores de

estrogénio (n=27)

Positivo = Negativo

(n=24) (n=3)
9,3 11,3
17

7
12
12 0
7 1
17 2
5 0
16 3
3 0
11 0
7 1
0 1
24 2
14 2
1

0,219

0,551

0,248

Recetores de

progesterona
(n=28) p
Positivo = Negativo
(n=9) (n=19)
9,3 9,6 0,588
14
1
5
11
1
3 8
4 5
0,21
5 14
1 10
3 5
0 2
9 17
7 10
0,118
2 9
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3.1.2.2. Caracterizacdo da raca das gatas com lesdo mamaria

Relativamente as racas: 4 eram persas, 1 bosque da Noruega, 2 siameses e 0s restantes
21 eram animais sem raca definida. Os animais sem raca definida foram mais afetados por
lesbes displasicas (64,3%) do que por neoplasias benignas (14,3%), como € possivel observar
no Gréfico 7. Cinco gatas sem raca definida apresentaram mais de um tipo de lesdo, sendo que
a primeira apresentava duas lesdes displasicas, e a segunda e a terceira apresentavam uma leséo

displasica e uma neoplasia benigna.

Em relacdo aos recetores hormonais nos animais sem raca definida, 17 animais
apresentaram aumento da expressdo destes recetores de estrogénio nos seus tumores e apenas
3 animais ndo apresentaram. Relativamente aos recetores de progesterona, 7 animais
apresentaram lesdes com aumento da expressdo e 14 animais ndo apresentaram este tipo de

recetores nos seus tumores (Tabela 8).

Ja nos animais de raca pura, relativamente aos recetores de estrogénio, todos os tumores
avaliados apresentavam aumento da expressdo do RE. Para os recetores de progesterona, foram
encontrados 2 animais com niveis considerados positivos para o recetor e 5 animais negativos
(Tabela 8).

20 18
18
16
14
12
10
8
6
4 3 5 3
2 1 1
— =
ne animais Persa Bosques da floresta Siamés Sem Raga Definida
M Neoplasia Benigna Lesdo Displdsica

Gréafico 7- Caracterizagdo da raca felina, consoante o tipo de lesdo mamaria presente.

Relativamente a analise estatistica, ndo houve qualquer relacdo estatisticamente

significativa na relacdo entre a raca e a presenca de recetores de estrogénio e progesterona.
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3.1.2.3. Administracdo da Pilula

A 15 dos 27 animais, era administrada a pilula, uma vez que houve um animal a quem
ndo foi possivel obter informacéo sobre este parametro. Relativamente a sobre expressdo dos
recetores de estrogénio, 12 animais que tomavam a pilula apresentaram-se positivos enquanto
3 apresentaram-se negativos. Em rela¢do aos RP, 4 animais que tomavam a pilula apresentavam
sobre expressao deste recetor nas leses mamarias, e 11 animais apresentaram lesdes mamarias

classificadas como negativas.

Em relacdo aos 12 animais a quem ndo era administrada a pilula, todos apresentaram
sobre expressdo de recetores de estrogénio, enquanto que apenas 3 apresentaram sobre

expressao de RP.

Estatisticamente ndo foi encontrada qualquer relacdo entre a sua administracdo e a

presenca de sobre expressao de RE ou PR a nivel tumoral.

3.1.2.4. Esterilizacdo

No que diz respeito a esterilizagdo, 9 dos 28 animais estavam esterilizados no momento
da cirurgia. Relativamente aos animais esterilizados e a avaliacdo proteica do RE, 7 animais
apresentavam lesdes consideradas positivas e 1 apresentava lesdes consideradas negativa. Em
relacdo ao status RP dos animais esterilizados, 4 animais eram positivos e 5 eram negativos. No
que se refere aos animais ndo esterilizados, dos 19 animais, 17 apresentavam status positivo RE
e 2 status negativo, em relacdo a progesterona, 5 animais apresentavam status positivo e 14

apresentaram status negativo.

N&o foi encontrada qualquer relagdo estatistica entre a OVH e a sobre expressdo de RE

ou RP a nivel tumoral.

Relativamente a realizacdo de OVH na cirurgia, dos 11 animais que a realizaram, 11
apresentavam sobre expressdo de RE e apenas 1 apresentava sobre expressdo de RP. Dos 8
animais que nao a realizaram, 7 apresentavam sobre expressdo de RE e 3 apresentaram sobre

expressédo de RP.
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3.1.2.5. Presenca de tumores malignos associados

Dos 17 animais com tumores malignos associados, 14 apresentaram lesdes mamaria
benignas com sobre expressdo dos RE e 7 com sobre expressao de RP. Dos 11 animais que ndo
apresentavam tumores malignos associados, 10 apresentavam les6es avaliadas como positivas

para os RE e 2 apresentavam lesdes positivas para os RP.

Né&o foi encontrada qualquer relacdo estatistica entre a presenca de tumores malignos

associados e o status RE ou RP.

3.1.2.6. Tratamento realizado
Relativamente ao tipo de tratamento realizado, dos 2 animais que realizaram cirurgia e
quimioterapia um animal apresentou lesdes com avaliagéo negativa para os RE. Em relacéo aos

RP os 2 apresentaram auséncia de expressao da proteina.

Dos 26 animais que apenas realizaram a cirurgia, 24 apresentaram sobre expressédo de RE
e 9de RP.

3.2. Anélise multivariada

3.2.1. Analise de Componentes Principais (PCA) dos dados de Recetores de
Progesterona
Desenvolveu-se um modelo de PCA em que se consideraram todas a variaveis: idade,
raca, estado reprodutivo (esterilizada ou inteira), administracdo de contracetivos orais (pilula),
presenca de tumores multiplos, presenca de tumores malignos, lesdo displésica e recetores de

progesterona ou recetores de estrogénio.

Observando o gréafico de loadings do PC2 (componente principal 2) em funcdo do
PC1(componente principal 1), na Figura 4a), € possivel observar que o angulo formado pelo
vetor RP com os vetores que representam a idade, a pilula ou a existéncia de varios tumores no
mesmo animal sdo proximos de 90° ou 270°. Assim, é possivel concluir que estes parametros
ndo estdo correlacionados. Contrariamente, 0 modelo mostra que o facto de o animal estar
esterilizado e ter lesdo displasica tem uma grande influéncia na existéncia de recetores de

progesterona visto que os vetores formam angulos agudos com o vetor RP. Por outro lado, 0
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Loadings on PC 2 (18.34%)

vetor que representa 0s tumores malignos forma um angulo de 180° com RP o que indica que
estdo fortemente correlacionados, mas séo inversamente proporcionais, ou seja, a existénciade
tumores malignos associados esta mais correlacionada com a inexisténcia de recetores de

progesterona. As conclusdes a tirar da Figura 4(b) sdo semelhantes.
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Figura 4- Gréfico de loadings do PC2 (a) e PC3 (b) em fun¢do do PC1 para o0 modelo de PCA
dos recetores de RP

3.2.2. Anélise de Componentes Principais (PCA) aos dados de Recetores de
Estrogénio
Devido a falta de variabilidade dos dados a analise do grafico de loadings ndo foi
efetuada pois teria um interesse reduzido para o objetivo da dissertacdo que envolvia a analise

das relacOes dos parametros com os recetores de estrogénio.
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3 DISCUSSAO

Como ja foi mencionado, este estudo teve como objetivo caracterizar uma populagao
felina em relacdo as lesbes mamarias benignas neoplésicas e ndo neoplasicas, correlacionar a
presenca de RE e RP com alguns parametros e, por ultimo, comparar os resultados obtidos

com a literatura existente.

Relativamente aos recetores de estrogénio e de progesterona, 43 lesGes apresentavam
recetores de estrogénio nas suas células enquanto apenas 4 ndo apresentaram este tipo de
recetor. Relativamente a progesterona, 17 lesGes apresentaram este recetor nos seus tumores e
31 néo apresentaram. Este resultado vai de encontro com a literatura estudada, que descreve
que quase todos os tecidos mamarios felinos histologicamente normais, contém RE e a sua
expressao permanece elevada nas lesdes benignas, com diminuicdes significativas nos tumores
malignos (Mulas et al., 2000; Rutteman et al., 1988). Em relacdo aos recetores de progesterona,
notou-se uma diminuicdo nos resultados positivos para recetores de progesterona (apenas 17
lesbes com resultados positivos), tal como Millanta, que concluiu no seu estudo que a

expressdo de RP diminuiu nas lesdes mamarias benignas felinas (Millanta et al., 2005).

Os diagnosticos histopatologicos mais frequentes foram as lesdes displasicas, mais
especificamente, as ectasias ductais e a hiperplasia fibroadenomatosa, 0 que vai de encontro a
literatura, que descreve a ectasia ductal e a hiperplasia fibroadenomatosa como sendo as lesdes
ndo neoplasicas mais frequentes em gatas (Giménez et al., 2010). Por outro lado, ao contrario
do que esta descrito, onde a neoplasia benigna mais comum € o fibroadenoma (Zappulli, 2008),

na amostra analisada, apenas foram diagnosticados adenomas.

Dos animais com lesbes displasicas, a maior parte das lesbes apresentaram sobre
expressao dos recetores de estrogénio, enquanto as restantes 5 foram avaliadas como negativas
para a expressdo deste tipo de recetores. Relativamente as lesbes neoplasicas, 4 animais
apresentaram sobre expressdo dos recetores de estrogénio e 2 animais ndo apresentaram.
Quanto aos recetores de progesterona, apenas 9 animais com lesdo displasica apresentaram
sobre expressdo de recetores de progesterona nos seus tumores, enquanto 16 nao apresentaram.

Para as neoplasias benignas, apenas 1 dos 4 animais, apresentou sobre expressao deste recetor.

Os recetores de estrogénio e progesterona ndo foram correlacionados estatisticamente

com nenhum tipo de lesdo histopatoldgica estudada. Os resultados obtidos no PCA mostram
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que lesdo displasica tem uma grande influéncia na existéncia de recetores de progesterona. A
bibliografia consultada relata que foi encontrada uma maior positividade nos recetores de
estrogenio nos tecidos normais e displasicos (Millanta et al., 2005). Em relacdo aos recetores
de progesterona, Millanta e os seus colegas, detetaram, em gatas, um aumento progressivo na
expressdo de RP, comegando com niveis baixos em tecidos saudaveis, passando para lesGes
displasicas com niveis superiores, depois para lesdes neoplésicas benignas, terminando com

uma elevada percentagem de expressdo de RP em carcinomas invasivos (Millanta et al., 2005).

No que diz respeito ao tamanho do tumor, foi encontrada uma relacéo estatisticamente
significativa com a expressdo dos RP. LesGes de maiores dimensdes foram associadas a uma
marcagao negativa para RP. Relativamente a avaliagdo da marcacdo dos RE, a analise estatistica
ndo foi significativa. Na bibliografia consultada, ndo foi encontrada qualquer relacdo entre o
tamanho do tumor e a marcacdo de RP ou RE (Millanta et al., 2006, Rutteman et al., 1991,
Millanta et al 2005).

A idade diagnostica média dos animais considerados no estudo foi de 9.5 anos, onde os
animais com neoplasia benigna apresentaram uma média de 11,2 anos e a idade média de
animais com lesdo displasica foi de 8,8 anos. Estes resultados sdo consistentes com a
bibliografia existente, a qual evidencia que a incidéncia de tumores mamarios aumenta com a
idade, ocorrendo principalmente em gatas fémeas de meia idade a mais velhas (Hoepp, 2021).
A idade média em que os tumores mamarios aparecem em gatas fémeas situa-se entre os 10 a
12 anos, neste estudo foi um pouco mais baixa, o que se pode dever ao facto de terem sido
estudados apenas animais com tumores benignos e displasias (Millanta et al., 2006; Morris,
2013).

A média de idades de animais com sobre expressdo de recetores de estrogénio e de
progesterona nos seus tumores foi de 9,3 e 8,3 anos, respetivamente. De acordo com a literatura,
as hormonas esteroides atuam nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral (Mulas et al.,
2000; Millanta et al., 2005).

Foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre a idade e a sobre
expressdo de RE e de RP, a medida que idade aumenta a expressdo de RE e RP diminui. O
estudo de Millanta e dos seus colegas, ndo detetou qualquer relacéo entre a idade e a expresséo
de RE e RP (Millanta et al., 2006), ja no estudo de Rutteman, ndo foi encontrada qualquer
correlacdo significativa a idade e RE, enquanto que foi encontrada uma fraca correlagéo

positiva entre a sobre expressdo de RP e a idade, o0 que contraria o resultado obtido no estudo
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realizado (Rutteman et al., 1988).

Quanto a raca, a mais afetada foi a indeterminada, o que contradiz a bibliografia
existente, que aponta as ragas puras como tendo maior incidéncia de tumores mamarios, mais
especificamente a raca Siamesa (Weijer, 1983). E muito provavel que este facto esteja
relacionado com a reduzida amostra do estudo, ndo podendo, assim, ser generalizado. Neste
estudo ndo foi possivel, no entanto, estabelecer uma relacéo estatisticamente significativa entre

araca e a presenca dos recetores nas lesdes tumorais.

Relativamente a esterilizacdo, também ndo foi possivel obter nenhuma correlacédo
estatistica na andlise univariada. No PCA concluiu-se que, o facto do animal estar esterilizado,
tem grande influéncia na existéncia de recetores de progesterona nos tumores. Na literatura
consultada, las Mulas relata no seu estudo, que encontrou uma relagdo estatisticamente
significativa entre gatas ndo esterilizadas e a sobre expressdo de RP, o que contraria o resultado
obtido no estudo. Contudo, sdo necessarios mais estudos no futuro para clarificar a relacdo

existente este estas variaveis (las Mulas et al., 2002).

No que toca a administracdo de progestagénios, ndo foi obtida nenhuma relacdo
estatistica. Os estudos encontrados referem apenas que hé, de facto, uma relacdo direta entre a
administracdo de progestagénios e o desenvolvimento de tumores mamarios felinos, existindo
um maior risco de surgirem tumores beningos que malignos (Keskin et al., 2009), contudo, ndo
fazem nenhuma alusdo a relacdo entre este parametro e a existéncia de recetores esteroides,
tanto nas lesdes mamérias felinas como caninas. No entanto, na mulher, foi realizado um estudo
onde concluiram que os progestagénios podem induzir uma interacao entre os RE e RP que, por
sua vez, vao promover a proliferacdo de células cancerigenas mamarias (Giulianelli et al.,
2012).

Em relagdo a existéncia de multiplos tumores e aos tumores malignos associados,
também ndo foi encontrada nenhuma relacdo estatisticamente significativa na analise
univariada. Pelo contrario, no PCA, concluiu-se que a existéncia de tumores malignos
associados esta mais correlacionada com a inexisténcia de recetores de progesterona. Ao
consultar bibliografia, ndo foi encontrada nenhuma referéncia ao estudo destes parametros e a

sua relacdo com os recetores esteroides.

Sendo que, tanto lesdes de maiores dimensdes, como a existéncia de tumores malignos
associados estdo associados a tumores RP negativos, é possivel por em hip6tese de que tumores

RP negativos estdo maioritariamente relacionados a tumores com pior comportamento tumoral.
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Contudo, seriam necessarios mais estudos para comprovar esta hipdtese.

Os animais que apresentavam neoplasias benignas foram sujeitos a uma mastectomia
unilateral. O tratamento realizado foi, de acordo com a bibliografia, o correto, pois, como relata
Patsikas, a drenagem linfatica pode variar entre glandulas normais e glandulas com tumores
mamarios, tornando dificil conhecer a trajectéria precisa de drenagem (Patsikas et al., 2006).
Assim, a forma possivel de poder obter abordagens cirdrgicas mais conservadoras, (como por
exemplo a realizacdo de lumpectomia), seria realizar uma linfografia a cada paciente de modo

a definir o padrdo de drenagem e examinar os linfonodos sentinela (Patsikas et al., 2010).
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4 CONCLUSAO

Nos gatos, a semelhanca do que esta escrito sobre a Mulher, acredita-se que a sobre
expressdo tanto dos recetores de estrogénio como de progesterona, desempenham papéis
importantes na carcinogénese mamaria, embora 0s mecanismos subjacentes sejam pouco

claros.

Assim, a autora considerou pertinente o presente estudo pois, a luz dos dias de hoje, os
estudos realizados com recetores tumorais de estrogénio e progesterona sdo muito limitados,
principalmente em lesBes displésicas e tumores benignos, ndo se compreendendo ainda na

totalidade qual o papel deste tipo de recetores no desenvolvimento da malignidade.

No estudo foi demonstrado que animais mais jovens tém maior tendéncia para
apresentar maiores niveis dos recetores de estrogénio nos seus tumores. Em relacdo ao tamanho,
as lesbes de maiores dimensbes foram estatisticamente associadas a marcacdo negativa dos
recetores de progesterona. A excecdo do tamanho da lesdo e da idade, os restantes parametros
supracitados ndo apresentaram qualquer tipo de correlagdo com RE e RP na analise univariada,
tendo sido considerados como estatisticamente ndo significativos. Contudo, a reduzida amostra

de estudo deve ser tida em consideracdo na correlacdo entre as diferentes variaveis.

Na realizacdo da analise multivariada PCA, foi possivel concluir que o animal estar
esterilizado e ter lesdo displasica tem uma grande influéncia na sobre expressao de recetores de
progesterona, e ainda que a existéncia de tumores malignos associados esta mais correlacionada

com uma marcagdo negativa para os recetores de progesterona.

N&o obstante, € relevante referir a limitagcdo na procura de literatura recente e pertinente
sobre este tema. Por conseguinte, ndo foi possivel encontrar estudos sobre a influéncia da
administracao de progestagenios, do tamanho dos tumores, da existéncia de tumores malignos

e de tumores multiplos.

Assim, seria primordial, no futuro, aprofundar o conhecimento nesta area, por trés
razdes fundamentais: em primeiro lugar pelo facto dos estudos de tumores mamarios em felinos,
poderem ser determinantes na oncologia comparativa, dado que s&o imunocompetentes e
partilham 0 mesmo ambiente que os humanos, refletindo, com maior preciséo, a interagao entre
genetica e fatores de risco ambiental (Urbano et al., 2020). Em segundo lugar porque, permite-

nos perceber de forma mais clara a influencia destes recetores no desenvolvimento tumoral.
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Finalmente, os estudos sobre a oncogénese dos tumores mamarios poderiam ajudar a definir
terapéuticas mais acertadas, adaptadas e direcionadas ao tipo de recetor existente de forma a

aumentar a eficécia e a diminuir a agressividade do tratamento.
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6 ANEXOS

6.1 Anexo 1- Apresentacdo do artigo de Schaefer et al 2020 e de Doyle et al 2020 durante o estagio

Evaluation of the rectal-interdigital temperature gradient as a
diagnostic marker of shock in dogs

Jonathan D. Schaefer DVM Christin L. Reminga DVM, DACVECC
Erica L. ReinekeVMD, DACVECC Kenneth J. Drobatz DVM, MSCE, DACVECC, DACVIM

School of VeterinaryMedicine, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania

Choque

Sindrome produzido por ma perfusao tecidular, que
leva a que haja um aporte de oxigénio e nutrientes
inadequado, que pode levar a morte celular e falha
multiorganica, produzindo a morte do doente

O diagnostico de choque baseia-se numa
combinagdo de resultados de vérios marcadores que
quando avaliados em conjunto reflectem a perfusao
e oxigenagdo dos tecidos afectados.

Choque

Recentemente tem havido um interesse em avaliar a perfusao periferica atraves
de varios métodos, incluindo gradientes de temperatura de central para periférica,
que podem servir como marcador de choque.

Os gradientes de temperatura sdo uma ferramenta de monitorizagao atractiva,
pois podem ser facilmente realizados, requerem equipamento minimo e sdo
acessiveis,

Activagio do Diminuigéo do Diminuigio da

. sistema . fiuxo temperatura
nervoso das

simpatico periférico extremidades

Objetivo do estudo

Avaliar a utilidade do gradiente de temperatura rectal-interdigital
(RITG) em cdes como um marcador de choque circulatério.

4

Choque oculto

Choque oculto é uma condi¢do de hipoperfusdo de tecidos apesar dos normais
parametros macrocirculatérios (por exemplo, frequéncia cardiaca [FC] e pressdao
arterial).

Estd associado a taxas de mortalidade mais elevadas.

Mudangas na perfusdo periférica podem tornar-se aparentes antes das mudangas
em varidveis sistémicas de perfusao, e assim pode ser um indicador precoce de
choque circulatério oculto.

Materiais e Métodos

Grupo Controlo Grupo Choque

* Cdes sem provas * Cdes com evidéncia
subjectivas de doenca de doenga sistémica,
sistémica grave que que pareciam estar
preenchiam um ou subjectivamente em
menos dos critérios choque circulatério
de inclus&o para o « Satisfaziam pelo

choque. menos 3 dos critérios
* 60 animais de inclusdo
* 20 animais

Critérios de inclusdo Critérios de exclusdo

Os critérios de inclus3o incluiam 6 * Animais que n3o pudessem ser
varidveis representativas de submetidos a medicSes
perfusdo sistémica alterada: interdigitais de temperatura
* FC >120bat/min,

* FR > 40resp/min,

* temperatura rectal < 37.8°C

* TRC > 2 segundos

* PA <90 mm Hg

* concentragdo de Lactato > 2,5
mmol/L.

Medigdo de Temperatura

Todas as medicdes de temperatura rectal e interdigital foram adquiridas com a
utilizagdo de um termdémetro rectal.

A temperatura interdigital foi adquirida preferencialmente entre os digitos 3 e 4 do
membro pélvico direito

/>
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Medicdo de Temperatura

A temperatura ambiente no momento da aquisicdo de temperatura foi
registada, e foi mantido em aproximadamente 23.3<C.

Recolha de dados ocorreu durante os meses de Primavera e Verdo,
numa tentativa de reduzir a variabilidade da exposi¢do a temperatura
ambiente antes apresentagdo a clinica.

Registo de dados

Varidveis registadas

* Temperatura rectal e interdigital

* Idade

* Sexo

* Peso

o FC

“FR

« TRC

* Cor da membrana mucosa

* Pulso

* Pressdo arterial ( abaixo do limite de detecio considerada S0mm Hg)
* BUN e CREA

« Lactato plasmatico

.pT

« indice de choque (S1)= FC/PA

* Tipo de chogue (quando conhecido)

Caracteristicas da populagdo

Caracteristicas do grupo e correlagdo do RITG com as
variaveis de perfusdo

O tipo de choque:

O grupo de choque: As ragas mais comuns

" incluiam: * Hipovolémico (n = 13)
* 5 machos esterilizados
5 * Distributivo (n =2
* caesSRD (n=5) IO =2)

* 4 machos inteiros « Cardiogénico (n = 3)
. " * Pitbulls (n=3) :
* 5 fémeas esterilizadas s ﬁ,""q“f, ; °°':“."".‘"‘.d°
. . ipovolémico e hipoxico
. o * Airedale Terrier (n = 2). (np =2 s.cunda‘:io 3
* 6 fémeas inteiras. anemia  hemolitica

imuno-mediada).

Shock Control
Variable B Median  Range n Modion  Range Prvaluc
Aaeiyl 2 s 1-18 50 B 1-17 a7z
Weiaht (ka) 2 19 27-324 s 163 36-70 00891

N Hetieloe i 2 69 90-230 o0 120 76-180 acc0:
Respiratoryrste (per mi) n o 15-96 6 as 1748 ass3e
08P (mm He) 1 100 s0-170. 1 170 125-180 00001
Venous plasma lactate 7 37 16-95 (©) wa wa na

concentrason{mmolrl)

Shock ndex » 16 08-40 1 o7 0a-11 00001
Roctaltemperature (F) £ 005 936-1030 60 1017 891038 00003
Interdigicol tmpersture (T) 2 884 61986 60 960 819-1005 o001
Rectabtoriotentigial tempersiure 20 15 30-370 &0 Pe) 13-205 acorz

‘Fradient (RITG: °F).

Caracteristicas do grupo e correlagédo do RITG com as
variaveis de perfusdo

Caracteristicas do grupo e correlagédo do RITG com as
variaveis de perfusdo

c P <002
&
§ A mediana do RITG foi maior em cdes com
ol ” choque do que em cdes de controlo
% Grupo de choque »11.5-C
g * Grupo controlo 2 6.3°C
i Cowon Shock

Gradiente de temperatura
interdigital rectal entre o grupo de
choque e o controlo

Speamon's
Ao Pustie
aws  ooms
v ope  oasa
®» o2 00ou: pp— -
o o3 oo PA e Indice de choque tinham a

correlagdo mais elevada com o RITG
aumentado.

2 o2y oz
2 oz oxoy
3 oo o6

Correlagdo entre um RITG aumentado
e parametros anormais de perfusdo.

Valor preditivo de RITG

O cutoff ideal para o Gradiente de Temperatura Interdigital Retal foi
de 8.5°C, produzindo uma sensibilidade de 75% e uma especificidade
de 70%.

O que significa que um animal com
um RITG de 8.5:C é considerado um
animal em choque.

Discussdo

- Cies em chogue circulatério tém um RITG aumentado

+ 0 RITG deve ser como uma |
adicional para 2 identificacio do choque circulatério em -
cles com outros Jores como hi 5

taquicardia, TRC prolongada, e indice de chogue

=+ Com base nos resultados do estudo, um gradiente de 8.5°C !
pode ser usado como cutoff para choque circulatério. O
cutoff de temperatura RITG aqui utilizados aplicam-se < 3
apenas quando a temperatura ambiente € de
aproximadamente 23.3°C.




LimitagGes

LimitagcBes

* Uma amostra maior teria sido capaz de estabelecer um intervalo de

referéncia RITG para cdes com e sem choque.

+ Idealmente, as concentragdes de lactato de plasma venoso teriam
sido avaliadas em tanto c3es de controlo como cdes de choque.

* Uma PA de 50 mm Hg foi atribuida como o limite mais baixo de
detecgdo, é possivel que o valor tenha sido inferior.

* A temperatura pode ter sido influenciada pela temperatura do meio

ambiente antes da chegada a clinica

* N3o existe uma defini¢do universal de choque circulatério. Neste caso
foram utilizados pardmetros especificos. Se tivessem sido utilizados
mais critérios de inclusdo, mais animais poderiam ter sido

identificados com precisdo com e sem choque

Vantagens

Este estudo demonstrou a utilidade dos

gradientes de temperatura do periférica,

neste

ferramenta vidvel para a detec¢do de
choque em cdes com indicadores de

exam
A su

iniciagdo mais rapida de tratamento e
possivelmente redugdo da morbilidade e
mortalidade em veterinaria pacientes.

caso o RITG, como uma
e fisico de choque.

a utilizagdo pode levar a uma

Lot =

Risco durante q
em cées braquicefalicos que tenham sido submetidos a
cirurgia correctiva de vias aéreas: 45 casos (2007-2019)

Crystal R. Doyle dvm | Turi K. Aarnes dvm, ms | Gregory A. Ballash dvm, mph 1 Erin L.
Wendt-Hornickle dvm I Caroline F. Baldo dvm, phd | Rebecca A. Johnson dvm, phd |

Thomas E. Wittum phd | Mary A. McLoughlin dvm, ms
From College of Veterinary Medicine, The Ohio State University, University of
Minnesota, University of Wisconsin-Madison, Madison, Wi 53706 (1ohnson).
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Vantagens

* Os resultados deste estudo sugerem que o RITG pode
servir como um método adicional para a avaliagdo do
choque circulatério. A sua utilizagdo n3o deve
substituir os meios tradicionais de avaliagio da
perfusdo; pelo contrario, pode ser utilizado em
adigdo a estes métodos.

* A medicdo do RITG é muito acessivel, pouco
dispendiosa e rapida. Se o RITG puder permitir a
detecgdo precoce do choque circulatério, pode
permitir uma intervencdo mais rapida, possivelmente
levando a melhores resultados para os pacientes.

Sindrome Braquicefalico

Sinais clinicos:

Ruido

Ronco

Estridor

Dispneia

Intolerancia ao exercicio
Colapso

Vémitos

Regurgitagdo

Disturbios do sono

Ragas mais afetadas

Bulldog

Shih

*
3
R
Inglés Bulldog Francés Pug Boston Terrier Cavalier King
Charles Spaniel
: b

‘ i @ :

sk
T Pequings Japanese Chin Boxer

Relativamente a Anestesia

Caes com anomalias anatémicas e sinais clinicos de sindrome
das vias aéreas braquicefalicas tém o dobro da probabilidade
de ter complicagdes perianestésicas quando comparados com
os cdes nao braquicefdlicos, sobretudo no periodo pés-
anestésico.

Regurgitagio,

Vémitos,

Pneumonia aspirativa
{complicagdo mais
comum)

Recuperagdo prolongada




Técnicas cirurgicas

Eversdo dos sacos
Palato mole

Narinas estencticas 7
laringeos

¢ Estafilectomia * Recessdo dos sacos
* Palatoplastia de laringeos
retalho dobrado

* Amputacdo do
segmento ventral da
cartilagem nasal
lateral dorsal

* Alaplastia em cunha
|ateral, vertical ou
horizontal

* Alaplastia de
puncao

* Alapexia

Materiais e Métodos

Onde?

Trés hospitais Universitarios: Ohio State University Veterinary Medical Center, Centro Médico
Veterinério da L idade de el idade de Wi Veterinary Care
Quando?

2 de Agosto de 2007, e 8 de Fevereiro de 2019

Quem?

C3es que foram submetidos a procedimentos cirlrgicos para tratar sinais clinicos de doenga
braquicefilica das vias aéreas e sub: foram sub a anestesia geral
numa data posterior para pr cirdrgicos adicionais ou di por imagem

Materiais e Métodos- Recolha de dados

Materiais e Métodos- Recolha de dados

A informag@o retrospectivamente recuperada dos
registos médicos incluia:

Raga

Idade

Sexo

Peso corporal;

Estado ASA;

Procedimento realizado;

Quaisquer farmacos administrados no periodo
perianestésico;

Duragdo anestésica e cirtrgica

Intervalos de ventilagdo com pressdo positiva.

Materiais e Métodos- Recolha de dados

Periodo Perianestésico

Periodo intra-anestésico Periodo pés-anestésico

Tempo entre a indugdo e o fim do
anestésico inalante

Tempo a partir do fim do inalante
anestésico até o animal sair das
instalacdes.

Eventos hipotensos por meios invasivos ou ndo-invasivos
Eventos bradicardicos

Quaisquer intervengdes realizadas

Hipotermia

Quaisquer outras complicagdes perianestésicas tais como
hipertensao, vémitos ou regurgitagdo, arritmias cardiacas,
disforia, angustia respiratdria, hipoxemia, reintubagdo, e
periodos de recuperagdo prolongados

.

Procedimentos

= Minimamente Invasivos
Néo invasivos

cirurgias ortopédicas, retiradas de
massa, cirurgias oftalmolcgicas,

ovarioesterectomia e orquiectomia,
amputagdo de digitos ou cauda

Endoscopia, procedimentos de
higiene dentaria, gestdo de feridas e
TAC ou ressonancia magnética

Invasivos

intra-abdominais {por exemplo,
cistotomia, gastrotomia, ou
celiotomia exploratéria), cirurgias
neuroldgicas (por exemplo,
hemilaminectomia), e cirurgias das
vias aéreas superiores

Materiais e Métodos- Anélise Estatistica

Através de um software estatistico compararam as
probabilidades de complicagdes anestésicas durante os 2
periodos anestésicos nos

cdes braquicefilicos que foram submetidos a procedimentos
anestésicos subsequentes apds intervengao cirdrgica para sinais
clinicos de sindrome das vias aéreas braquicefalicas.

Resultados

Animais

45 c3es braquicéfalos

Todos os ces receberam uma cirurgia correctiva inicial para sinais clinicos de

sindrome das vias aéreas braquicefalicas (45 eventos anestésicos), seguida de

( ‘ um segundo procedimento anestésico numa data futura (45 eventos
. anestésicos)

Nove de 45 (20%) c3es foram anestesiados para um terceiro evento anestésico,
& estes eventos também foram incluidos na analise

Total de 99 eventos anestésicos.



Resultados

Havia 27 (60%)] machos e 18 (40%) fémeas

Foram representadas sete ragas braquicefalicas: Bulldog inglés (n = 21), Bulldog francés (11), Pug (9), Shih Tzu
(1), Boston Terrier (1), Chin japonés (1), e Cavalier King Charles Spaniel (1)

Idade média 3,7 + 3,1 anos (intervalo, 0,33 a 11 anos)
Peso 16,3 £8,6 kg

No terceiro evento anestésico, estes valores eram 5,8 + 2 anos (intervalo, 2 a 8 anos) e 15,0 £ 8,5 kg

Outcome- Cirurgia inicial corretiva das vias
aéreas superiores

(@

45 ces 23 ces (51.1%) 10 cies 3ches

Complicaces pos-
anestésicas (incluindo
problemas respiratdrios,
tempo atéa
extubacio, hipoxemia &
regurgitacio)

Apoio das vias aéreas
(suplemento de
oxigénio ou

Complicagdo grave
que exigiu uma
intervencdo cirdrgica
durante o periodo de
recuperagio

Outcome- Eventos anestésicos apos cirurgia
inicial corretiva das vias aéreas superiores

(o)

54 cies 14 cées (26.6%) 3cdes

(“ G

que requeriam
6 é um adicional de
oxigénio durante o periodo de
recuperagdo. Néo foi
necessario reintubagdo ou
tragueotomia em nenhum cio.

Outcome- Taxa de complicagdes intra-
anestésicas nos 99 eventos anestésicos
@

(l
Hipotensio- 55 cées

(55.6%) Hipotermia- 13 cdes

Bradicardia- 20 cies

Outras complicagdes (arritmias
cardiacas, hipertens3o, regurgitac3o,
taquicardia, edems laringeo, ¢
hemorragia)- 15 cies

Table |—Summary of intra-anesthetic complications record-
ed for 45 brachycephalic dogs, with a breakdown by each an-
esthetic event.

Fatores associados ao Resultado

First Second Third
Intra-anesthetic event event event
complications (45 events) (45 events) (9 events) NG foram encomtiadas
Hypotension 21 2 5 Raca, sexo, idade, peso, invasividade do procedimento, estado da :;f:::f;‘:;f’:ﬂj;‘f:s
Hypothermia 6 7 0 ASA, inducio ou agente de manutengdo utilizado para anestesia, ) |
Bradycardia 7 I 2 eventos hipotensos, ou periodos de hipotermia. s
Cardiac arrhythmias | 4 2 subsequentes
Hypertension I I 0
Regurgitation 2 0 0
Tachycardia | 0 0
Laryngeal edema 0 | 0
Hemorrhage | | 0
Fatores associados ao Resultado Fatores associados ao Resultado
]05 factores com significado iados a i po: IOs factores com significado iados a des inti ési I
Para cées que tiveram um evento bradicardico Intra- C
s de
complicades pés-anestésicas eram 4,56 vezes
\ superlores as dos c3es que ndo tiveram um evento
Bradichrdico durants aanesiesia Ao controlar os efeitos da bradicardia e da duragdo
, 0s cies com intervengdo cirlirgica para corrigir os
sinais clinicos da sindrome das vias aéreas braquicefalicas
Por cada 15 minutos de aumento na duragéo da foram determinados como tendo 79% de probabilidade
anestesia, 0s cies tinham uma probabilidade 12% it e e s R Sidia ddaric ok
maior (OR = 1,12) de desenvolver uma complicacio s s
eventos anestésicos
pés-anestésica

\



Discussao

Este estudo descobriu que os c3es com intervengdo cirtrgica anterior para corrigir a sua sindrome
braquicefalica das vias aéreas tinham diminuido 79% as prob de ter licagdes durante
os eventos no periodo pé: ési

Discussao

Risco global associado de

Ao t!lr-ninulr as  complicagBes pﬁ"l mmmmm) | morbilidade anestésica e morte ¢

Embora a de ter uma
ndo tenha diminuido durante o periodo intra-anestésico no

presente estudo, a diminui¢do da probabilidade de ter uma
complicacio durante o periodo pés-anestésico pode ser

e 2 periodo mais comum para a morte de cdes.
clinicamente mais importante.

horas apés a conclusdo do procedimento.

O periodo pés-operatério foi identificado como o

50% das mortes de doentes ocorrem
durante este perlodo, ocorrendo a malorla dentro de 3

_/

reduzido

aumento  das  probabilidades  de

duragéo prolongada da anestesia complicages pés-anestésicas

Incidéncia de Bradicardia intra-anestésica e a| —

Bradicardia

Pode ser causada por farmacos que aumentam o ténus vagal ou
reflexos mediados pelo nervo vago ou que causam hipotermia,
doenca cardiaca, ou profundidade anestésica excessiva.

Bradicardia pode diminuir tanto o débito cardiaco como a pressao
arterial, o que pode contribuir para complicacdes pos-anestésicas.
Braquicefalos tém um aumento do ténus vagal

Tratamento:

9 de 20 eventos anestésicos.

Atropina ou glicopirrolato

Nao se sabe se o risco de PO

foi verdadeiramente o resultado do desenvolvimento de bradicardia
nestes cdes icefa ou era do da licardis
com estes medicamentos.

Duracdo da Anestesia

Duragio da anestesia esta associada a:
Recuperagdes prolongadas, tanto em humanos como em espécies
domésticas.

Exposicdo prolongada a inalantes volateis que promovem
vasodilatagio e redugdo da perfusio dos tecidos que causam 2

hipotensdo e hipotermia.
Aumento do risco de regurgitagdo, vémitos e aspiragdo (que podem
levar a pneumonia por aspiragao)

Vantagens da diminuicdo das complicagdes
nas anestesias futuras

Limitacdes do estudo

Natureza retrospectiva e o tamanho relativamente pequeno da amostra

Faltavam alguns registos médicos com informagdes detalhadas sobre os pacientes

medicamentos pré-anestésicos variavam muito entre os pacientes, o que pode afectar o desenvolvimento de
diferentes complicag3es perianestésicas.

recolhida de diferentes instituicdes pode introduzir variabilidade na questo de quais as varidveis

Conclusdo

Caes submetidos a cirurgia correctiva anterior para sinais clinicos de sindrome das vias aéreas braquicefélicas
tiveram 79% de las de o durante os

anestésicos subsequentes.

Um grande nimero de cdes icefalicos sera b do a mltiplos

durante a sua vida e pode beneficiar destes cirdrgicos das vias respiratori ore:

&S
-> Pacientes podem recuperar mais rapidamente e ter um tempo mais curto para >
extubagdo. >
-> Diminuindo as probabilidades de complicagdes significativas que requerem
intervengdes como a colocagdo em jaulas de oxigéni igénio nasal supl >
ou traqueotomias
-> custos para o cliente sera diminuido através da limitagdo destas intervencdes e @
provavelmente limitando a duragdo total da estadia hospitalar.
>

exactas no registo médico foram consideradas complicages ou ndo
As medicdes de pressio arterial registadas no registo médico foram obtidas tanto por métodos invasivos
(directos) como nao-invasivos (indirectos).

No tinha grupo controlo. A inclusio de um grupo de controlo de caes braquicefalicos que nio tinham recebido

uma cirurgia correctiva anterior s vias aéreas superiores a eventos pode

ter realgado ainda mais o efeito protector proposto da cirurgia anterior as vias aéreas superiores.

VI



6.2 Anexo 2- Painel referente ao artigo selecionado para apresentacdo no XVI1I Congresso
Internacional Veterinario Montenegro
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GAC REsu
Os tumores mamarios felinos estio entre os tumores mais frequentemente A maioria das gatas apresentava lesdes displasicas (77,8%, 21/27), pelo que
diagnosticados em gatos'. apenas cerca de 20% das gatas apresentavam neoplasias benignas (22,2%,
O estrogénio e a progesterona sdo considerados importantes factores 6/27) (Grafico 1).

carcinogénicos, estando envolvidos na transformacdo celular e formagdo de
lesdes com maior capacidade invasiva. Estas hormonas sdo reconhecidas
pelos recetores hormonais, como os recetores de estrogénio (RE) e os
recetores de progesterona (RP), que reconhecem estas hormonas e medeiam
a sua agdo, sendo rotineiramente avaliados no cancro da mama na Mulher,
dada a sua importancia como factor de prognéstico e factor preditivo.

Nas gatas, os estudos destes recetores ocorrem sobretudo ao nivel das lesdes
malignas, existindo pouca informagdo sobre a expressao destes recetores em
lesdes displasicas ou tumores mamarios benignos®.

Grafico 1 - Caracterizagdo
das ledes neoplasicas.

A média de idades das gatas foi de 9,6 anos (EPM 0,58 anos), sendo que 14

O presente estudo teve como objetivo: (51,9%) apresentaram neoplasias malignas em outras glandulas mamarias. As

e i e e : lesoes foram recolhidas apés realizagdo de cirurgia para exérese das massas
: 1. Caract uma populagdo felina quanto a presenca , mananas:
! de lesoes benignas neoplasicas e nao neoplasi ; Em relagao 2 avaliagdo da expressdo proteica dos RE e dos RP (Figura
! ! 1), 24 das lesdes avaliadas ap am sob 3o do RE (88,9%)
! ) e9 Iesoes apr sobreexpressao dos RP (33 3%).
i 2. Estudar possiveis correlagoes entre a p cade REeRP ! i
. I
! com varios fatores clinicos e histopatologicos i
| .
L TR Sl SR e e S e i SRR e o < ER

| MATERIAIS E METODOS |
Foram incluidas neste estudo 27 gatas fémeas sobre as quais foram foram
avaliadas e registadas as seguintes teristicas clinicas e patologi
** |dade PR
< Raca S P 2 I
~f~ Estafiq repr?duﬁ\{o no momento da’ci_mrgia (inteiro versus esterilizado) Figura 1: Detecgdoi S 30do receptor énio (ER) e do
++ Administragdo prévia de progestagénios para controlo do estro. recetor de progesterona (PR) em tecidos arios felinos hiperp isplasicos &

neoplasicos benignos.

Relaivamente 4s lesdes benignas, foram recolhidos os seguintes v A analise estatistica revelou uma correlagao entre a idade e a expressao
parametros: ' de RE, sendo que animais mais jovens parecem ter maior tendéncia
+ localizagdo da leséo para apresentar sobreexpressiao dos recetores de estrogénio
< diagnéstico histopatologico, (p=0,009). A —
< tamanho da lesdo, v" Em relagio aos RP, os de dim
< avaliagio imunohistoquimica dos RE e dos RP ae| ssaoclades 4 leaces com de sobreexp dos RP
+» existéncia de tumores malignos associados. (p=0,023).
A avaliagio dos receptores hormonais foi realizada através de técnica de Os restantes parametros analisados (sexo, raca, classificagdo histopatoldgica,
imunohistoquimica, previamente descrita pelo grupo®. estado re_produtlvo no momento da cirurgia, adz_nlmstrag:ao prévia ge
Foram estudadas possiveis associagies entre os RE e os RP com os contraceptivos, localizagdo do tumor e tumores malignos associados) ndo
diferentes parametros dlinicopatolégicos, através do SPSS e do Microsoft demonstraram  associagbes  estatisticamente  significativas  quando
Excel: relacionados com os RE ou os RP.

CONCLUSOES

v’ Tal como indicado na literatura disponivel, este estudo demonstrou que a maioria das lesées mamarias benignas presentes nos felinos sao
lesoes displasicas. Foi possivel observar que animais mais jovens tendem a apresentar maiores expressées proteicas de RE, e tumores de
maiores dimensdes estdo associados a lesées classificadas como apresentando auséncia da sobreexpresséo de PR.

v Isto pode eventualmente demonstrar um efeito protector destes dois recetores, uma vez que as lesdes malignas nas gatas apresentam na

maioria das vezes auséncia da sobreexpressdo de RE e de RP.
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