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Resumo

Os tumores mamarios em gatos sao a terceira neoplasia mais comum nesta espécie,
sendo a maioria carcinomas mamarios do tipo simples. A taxa de malignidade dos tumores
mamarios é de 85% sendo frequente a metastatizagdo em linfonodos, pulmdes, e menos
frequentemente, figado e pleura. Os linfonodos regionais apresentam um papel fundamental
para o progndstico do animal. Devido a elevada densidade celular dos linfonodos, por vezes,
as micrometastases ndo séo detetadas pelo método convencional de diagnéstico. A técnica
de imunohistoquimica é muito utilizada em Medicina Humana e é, cada vez mais, utilizada
como uma técnica de diagnostico auxiliar em Medicina Veterinaria.

Pretendeu-se com o presente estudo, avaliar a técnica de imunohistoquimica com os
anticorpos AE1/AE3 na detecdo de micrometastases ocultas em linfonodos regionais de
cadeias mamarias previamente diagnosticados como negativos pelo método convencional de
diagnostico, em gatos com carcinomas mamarios.

Este foi constituido por 100 casos de carcinomas mamarios em gatos e por 125
linfonodos regionais. Através da técnica de imunohistoquimica, foram detetados 11% dos
casos com metastases, em que 5% eram micrometastases ocultas.

Este estudo evidenciou a contribuicdo da técnica de imunohistoquimica na detecgao

de micrometastases ocultas em linfonodos regionais de gatos.

Palavras-chave: gatos; carcinoma mamario; imunohistoquimica; linfonodos; micrometastases
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Abstract

Breast tumors in cats are the third most common neoplasm in this species, most being
simple type mammary carcinomas. The malignancy rate of mammary tumors is 85%, and
metastasization to lymph nodes, lungs, and less frequently, liver and pleura is frequent.
Regional lymph nodes play a key role in the animal's prognosis. Due to the high cell density of
the lymph nodes, sometimes micrometastases are not detected by the conventional diagnostic
method. The immunohistochemistry technique is widely used in human medicine and is
increasingly used as an auxiliary diagnostic technique in veterinary medicine.

This study aimed to evaluate the immunohistochemistry technique with the antibodies
AE1/AE3 in the detection of occult micrometastases in regional lymph nodes of mammary
chains previously diagnosed as negative by the conventional method of diagnosis, in cats with
mammary carcinomas.

This consisted of 100 cases of mammary carcinomas in cats and 125 regional lymph
nodes. Using the immunohistochemistry technique, 11% of the cases were found to have
metastases, of which 5% were occult micrometastases.

This study showed the contribution of immunohistochemistry in the detection of occult

micrometastases in regional lymph nodes of cats.

Key-words: cats; mammary carcinoma; immunohistochemistry; lymph  nodes;
micrometastases
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Abreviaturas, siglas e simbolos:

AE1/AES - Anti-pan-citoqueratina 1/3
CTI - Células tumorais isoladas
DAB - Diaminobenzidina

FMV-ULHT - Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Lus6fona de Humanidades
e Tecnologias

HCI - Acido cloridrico

HE - Hematoxilina-Eosina

OMS - Organizagdo Mundial de Saude
Ho - Hip6tese nula

Hi - Hip6tese alternativa

® - Marca registada

cm - Centimetros
ul - Micrdlitros
Mm - Micrometros
ml -Mililitro

mm - Milimetros

% - Percentagem
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|. Casuistica do Estagio Curricular

1. Descricéo da casuistica do estagio curricular

O estagio curricular esta incluido no Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria.

Este estagio foi executado em quatro locais diferentes. Um deles foi no laborat6rio
de histopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Lusofona de
Humanidades e Tecnologias (FMV-ULHT), com a duracdo de 6 meses, no periodo
compreendido entre 21 de Setembro de 2020 e 22 de Marco de 2021.

O estagio curricular também foi realizado na sala e laboratério de Anatomia
patoldgica Il da FMV-ULHT, com a duragéo de dois meses no periodo compreendido entre
21 de Setembro de 2020 e 30 de Novembro de 2020.

Este estagio também foi efetuado no hospital da FMV-ULHT, com a duracéo de dois
meses no periodo compreendido entre 1 de Novembro de 2020 e 30 de Dezembro de 2020.

Por fim, este estagio foi realizado no laboratério DNA tech em Lisboa, onde foram
elaboradas as técnicas de imunohistoquimica pertencentes a investigagédo realizada, no

periodo compreendido entre 20 de Novembro de 2020 e 15 de Maio de 2021.
1.1. Laboratoério de histopatologia da FMV-ULHT

As amostras retiradas cirurgicamente e biépsias recebidas no laboratério de
histopatologia tinham como finalidade um diagnéstico histopatolégico. O processamento
destas amostras comecou com a descri¢cdo das lesées macroscopicas e margens cirargicas
da lesdo em relagcdo ao tecido normal. De seguida, a lesao seccionada foi colocada em
cassetes devidamente identificas que permaneceram em formol por 24 horas. ApOs esta
fixacdo, as cassetes foram submetidas a um processo de parafinacdo. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em moldes de metal com a superficie do corte virada para baixo e
preenchidas com parafina a 62°C e colocadas numa base fria para solidificarem. Estes blocos
foram cortados no micrétomo e primeiramente foram desbastados com uma espessura de 10
a 12 micrometros (um). Foram realizados cortes com 2 a 3 um de espessura. Os cortes foram
colocados em agua fria e colocados nas laminas de vidro devidamente identificadas. De

seguida foram colocados em agua em banho maria a 50°C de forma a aderirem a lamina de
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vidro. Estas laminas foram colocadas numa estufa a 62°C durante 1 hora. As mesmas foram
submetidas a um processo de coloracao.

A técnica de histopatologia com coloragdo HE iniciou-se com a colocacdo das
laminas no xilol por 15 minutos, permaneceram em outro recipiente com xilol por 5 minutos.
De seguida fez-se 20 passagens em alcool 100%, 20 passagens em alcool 95%, 20
passagens em alcool 70% e ficaram a hidratar em 4gua destilada 5 minutos. Posteriormente,
ficaram a corar em Hematoxilina de Harris por 3,5 minutos e foram lavadas em agua corrente.
De seguida fez-se uma passagem de 3 segundos em &cido cloridrico (HCI) a 0,25% solucéo
alcodlica e permaneceram a azular em agua corrente durante 2 minutos. As laminas
permaneceram 1 minuto em alcool 70% e foram coradas com Eosina Y alcodlica durante 3
minutos. Posteriormente, fez-se 20 passagens em alcool 95%, 20 passagens em alcool
100%, permaneceram no Xilol por 5 minutos e em outro xilol 15 minutos. Por fim, as laminas
foram montadas com cola e com lamelas de vidro.

ApOs estes procedimentos, foram visualizadas no microscopio optico.

Foram recebidas 140 amostras no laboratorio de histopatologia da FMV-ULHT.

- Frequéncia das espécies em percentagem = Cio
:E 62,8%
§ Gato
g = Cavalo
3
g m Ratazana
E 27,3%
4 m Agapornis
w
>.8% 0,8% 1,7% 0,8% noe
| e 0.8% — - Papagaio
CAO GATO CAVALO RATAZANA AGAPORNIS OVINO PAPAGAIO
Espécies

Gréfico 1. : Frequéncia das espécies em percentagem, enviadas para o laboratério da FMV-
ULHT.
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DIAGNOSTICOS HISTOPATOLOGICOS MAIS
FREQUENTES

Alopécia padrao mMastocitoma mAdenoma ceruminoso mPlasmocitoma mFibroma mOutros

2%
: 3% 2%

1%

Gréafico 2. : Divisdo em percentagem dos diagndsticos histopatolégicos mais frequentes

realizados no laboratério de histopatologia da FMV-ULHT.

1.2. Aulas de Anatomia Patolégica Ill da FMV-ULHT

A disciplina da Anatomia Patoldgica Ill tem como principio aplicar as bases dadas
em Anatomia Patoldgica | e 1l. O objetivo desta disciplina era descrever lesdes macroscopicas
€ microscopicas, e 0s seus respetivos diagnosticos. As aulas praticas desta disciplina foram
dadas em laboratério e na sala de necrépsia. A maior parte dos animais recebidos eram caes
e gatos. No entanto, foram realizadas necrépsias em coelhos, papagaios, porcos-da-india e
animais silvestres. Os casos em que era necessario realizar relatério de necrépsia pedidos
por um Médico Veterinario, eram enviadas amostras para o laboratério de histopatologia da
Faculdade de Medicina Veterindria. Em cada turno das aulas préaticas de necrépsia, eram
realizadas 6 necrépsias e no total houve 8 aulas. Foram realizadas 48 necrépsias nas aulas

praticas de Anatomia Patolégica lll.

1.3. Laboratério DNAtech

Neste laboratorio foram realizadas as técnicas de imunohistoquimica em linfonodos
regionais desprovidos de metastases em casos de gatos com carcinomas mamarios,

previamente diagnosticados através da técnica de histopatologia com a coloracdo HE. Foram

13



Catarina de Moura Coelho - Avaliacéo da Utilidade da Imunohistoquimica na Detecéo de Micrometastases
Ocultas em Carcinomas Mamarios em Gatos

realizadas 125 imunohistoquimicas neste laboratério. Sempre que eram realizadas
imunohistoquimicas, havia uma lamina de controlo positivo com um fragmento de pele.

O protocolo desta técnica foi descrito nos Materiais e Métodos.
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1.4. Hospital Veterinario da FMV-ULHT

O estéagio curricular neste hospital foi realizado na area de Medicina Interna, esta foi
constituida por ecografias, radiografias, consultas gerais, consultas de especialidade,
cirurgias e internamento, tanto em pequenos animais como em animais exoéticos.

O estagio neste hospital abrangeu também a area laboratorial, onde foram realizados
hemogramas, proteinogramas, esfregacos de sangue, urianalises e algumas citologias de
efusoes.

O céo e o gato foram as espécies mais atendidas neste hospital, com 46% e 40% da

totalidade dos casos, respetivamente (Gréfico 3.).

ESPECIES ATENDIDAS NO HOSPITAL FMV-ULHT

Cao Gato Furdo mGalo mGaivota mCoelho mPetauro

1%

2%

46%

40%

Grafico 3. : Representacdo em percentagem das espécies atendidas no Hospital da FMV-
ULHT.

No total foram atendidos 90 animais que se diviram em consultas, internamento de
doencas infecto-contagiosas e internamentos de cées e gatos. Todos 0s animais internado
passaram previamente por uma consulta e foram também, realizadas anéalises de todos no

laboratério (Gréfico 4.).
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DIVISAO DOS CASOS

mConsulta mDoencas infecto-contagiosas  mInternamento

Grafico 4. : Divisdo dos casos atendidos no Hospital da FMV-ULHT.
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Il. Introducao

1. Glandula maméria em gatos

1.1. Anatomia da glandula mamaria em gatos

As glandulas mamarias sédo glandulas apocrinas modificadas que existem
unicamente em mamiferos. Tém por fungéo nutrir e providenciar imunidade passiva ao recém-
nascido. A glandula mamaria é uma glandula ductal ramificada que esta incrustada em tecido
fibrovascular e abundante tecido adiposo. O sistema de ductos da glandula maméaria comeca
com os ductos colectores ou papilares do mamilo e termina com alvéolos secretores quando
esta estd totalmente diferenciada. No nascimento, as glandulas mamarias dos mamiferos nédo
estdo desenvolvidas e 0 seu desenvolvimento tem inicio apenas durante a puberdade.
Conforme vai decorrendo um novo ciclo de cio, vao surgindo alteracdes morfolégicas na
glandula mamaria. No entanto, estas sé ficam totalmente desenvolvidas durante a gravidez
(Silver, 1966; Sorenmo et al., 2011; Goldschmidt et al., 2017).

Anatomicamente, as glandulas mamarias em gatos estao dispostas em duas cadeias
mamarias que tém inicio no térax ventral e que terminam na regido abdominal ventral,
separadas pela linha branca (Silver, 1966; Raharison & Sautet, 2006; Sorenmo et al., 2011,
Goldschmidt et al., 2017).

As gatas apresentam quatro pares de glandulas mamaérias, designando-se por
axilares (M1), toracicas (M2), abdominais (M3) e inguinais (M4), sendo que existem gatas
com uma quinta glandula mamaria inguinal (Silver, 1966; Raharison & Sautet, 2006; Sorenmo
et al., 2011; Goldschmidt et al., 2017).

Existe ainda outra nomenclatura para as glandulas mamarias, nomeadamente
toracica cranial (T1), toracica caudal (T2), abdominal cranial (A1) e abdominal caudal (A2)
(Raharison & Sautet, 2006; Goldschmidt et al., 2017).
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1.2. Irrigagdo sanguinea, enervacdo e drenagem linfatica das

glandulas maméarias em gatos

1.2.1. Irrigacdo sanguinea das glandulas mamarias em gatos

A circulagdo sanguinea e a drenagem linfatica das glandulas mamarias s&o
fundamentais para compreender o desenvolvimento de metastases tumorais (Silver, 1966;
Crouch & Lackey, 1969; Hayden & Nielsen, 1971; Nickel et al., 1986; Giménez et al., 2010;
Goldschmidt et al., 2017).

As glandulas mamarias sé@o altamente vascularizadas, e as veias mamarias séo, por

norma, mais extensas do que as artérias (Crouch & Lackey, 1969; Nickel et al., 1986).

Nos gatos, as glandulas mamérias axilares (M1) e as glandulas mamarias toracicas
(M2) sao irrigadas pelos ramos perfurantes das artérias toracicas internas, intercostais e
laterais (Silver, 1966; Crouch & Lackey, 1969; Nickel et al., 1986). As glandulas mamarias
abdominais (M3) sao irrigadas pela artéria epigastrica superficial cranial e, por fim, a artéria
epigastrica superficial caudal irriga as glandulas mamarias inguinais (M4) (Silver, 1966;
Crouch & Lackey, 1969; Nickel et al., 1986).

A irrigacdo venosa das glandulas mamérias toracicas € realizada através da veia
toracica interna, da veia toracica lateral, da veia toracica superficial e das veias intercostais
dorsais (Silver, 1966; Ogilvie, 1983). Por outro lado, as glandulas maméarias abdominais sédo
irrigadas através da veia epigastrica cranial e da veia epigastrica superficial caudal (Silver,
1966; Ogilvie, 1983).

As veias que irrigam as glandulas mamarias dos gatos partilham o mesmo trajeto que
as artérias, com excecao de algumas veias de dimensdes mais reduzidas, que atravessam a
linha média. Esta caracteristica peculiar existente nas glandulas mamarias dos gatos permite
uma disseminacdo metastatica entre as glandulas mamarias emparelhadas, embora esta
disseminacédo seja extremamente incomum (Silver, 1966; Crouch & Lackey, 1969; Hayden &
Nielsen, 1971; Nickel et al., 1986; Giménez et al., 2010).

A irrigacdo venosa das glandulas mamarias toracicas realizada através da veia
toracica interna e das veias intercostais, pode também permitir a metastizacdo de um tumor

para a cavidade toracica (Silver, 1966; Ogilvie, 1983).
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1.2.2. Enervacdo das glandulas maméarias em gatos

A enervacéo das glandulas mamarias é realizada através dos ramos do nervo genito-
femoral e dos nervos intercostais, que estdo associados a artérias e arteriolas, e
possivelmente sdo 0s nervos peptidérgicos que podem estar envolvidos ha regulagéo do fluxo
sanguineo local. No mamilo, as fibras noradrenérgicas e péptidérgicas apresentam-se na
derme em proximidade com os feixes musculares lisos, e podem estar relacionadas com o
reflexo da descida do leite por via aferente. Ndo obstante, grande parte do parénquima
secretodrio nao apresenta qualquer tipo de enervacdo nem fibras nervosas peptidérgicas em

torno dos alvéolos ou dos ductos (Pinho & Gulbenkian, 2007).

1.2.3. Drenagem linfatica das glandulas mamarias em gatos

A drenagem linfatica das glandulas mamarias distribui-se da seguinte forma: as
glandulas mamarias axilares sdo drenadas pelos linfonodos axilares, as glandulas maméarias
toracicas sao drenadas pelos linfonodos axilares e pelos linfonodos inguinais superficiais e,
por fim, as glandulas mamarias abdominais e inguinais sédo drenadas pelos linfonodos
inguinais superficiais (Raharison & Sautet, 2006).

Nas glandulas mamarias dos gatos, a drenagem linfatica de cada glandula mamaria
do mesmo lado pode interligar-se, mas ndo existe conexéo linfatica através da linha média
(Deome et al., 1959; Patsikas & Dessiris, 1996 a,b; Pereira et al., 2003; Patsikas et al., 2006;
Raharison & Sautet, 2006; Raharison & Sautet, 2007; Papadopoulou et al., 2009; Patsikas et
al., 2010).

Cerca de 1 a 3 dos linfonodos principais permitem que cada glandula mamaria drene
para o linfonodo superficial mais proximo de si. Porém, a drenagem linfatica das glandulas
mamarias pode ser alterada com a ocorréncia de neoplasias, estas alteracbes ja foram
descritas por diversos autores (Deome et al., 1959; Patsikas & Dessiris, 1996 a,b; Pereira et
al., 2003; Patsikas et al., 2006; Raharison & Sautet, 2006; Raharison & Sautet, 2007;
Papadopoulou et al., 2009; Patsikas et al., 2010).

Cada glandula mamaria possui 0 seu préprio plexo linfatico com anastomoses que
rodeiam a base da mesma e que se estendem até ao parénquima com 0s outros plexos
linfaticos (Deome et al., 1959; Patsikas & Dessiris, 1996 a,b; Pereira et al., 2003; Patsikas et
al., 2006; Raharison & Sautet, 2006; Raharison & Sautet, 2007; Papadopoulou et al., 2009;
Patsikas et al., 2010).
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Em gatas com carcinomas mamarios, as altera¢cées na drenagem linfatica foram
descritas como duas redes linfaticas separadas que se ligam as duas glandulas mamarias
anteriores (axilar e toracica) e as duas glandulas mamarias posteriores (abdominal e inguinal)
(Silver, 1966; Sorenmo et al., 2011; Goldschmidt et al., 2017).

1.3. Histologia da glandula mamaria em gatos

A glandula mamaria € uma unidade secretora composta por Iébulos glandulares
mamarios, separados entre si por septos de tecido adiposo e de tecido conjuntivo denso
(Junqueira & Carneiro, 2004; Junqueira & Carneiro, 2013; Goldschmidt et al., 2017). A
secrecao proveniente de cada Iébulo drena no ducto interlobular, seguindo para o ducto
lactifero (Peleteiro, 1994). Quando os ductos lactiferos confluem, formam o seio lactifero
(Peleteiro, 1994; Junqueira & Carneiro, 2004; Junqueira & Carneiro, 2013).

A glandula mamaria é constituida por células mioepiteliais localizadas entre as
células secretoras, a membrana basal e as fibras do estroma conjuntivo de suporte. As células
mioepiteliais tém um papel crucial na expulsao do leite, sob influéncia de uma hormona, a
oxitocina (Peleteiro, 1994).

A porcéao secretora, composta pelos ductos interlobulares, esta rodeada por tecido
conjuntivo laxo e por um plexo vascular (Weigelt et al., 2005). Os ductos interlobulares séo
constituidos por epitélio cubico simples, que varia em altura conforme o nivel da atividade
secretora e envolvidos por células mioepiteliais (Weigelt et al., 2005; Peleteiro et al., 2011,
Junqueira & Carneiro, 2013). As células epiteliais dos ductos interlobulares tém um nucleo
ovdide e apresentam uma localizagdo basal, com pouca quantidade de citoplasma (Allison &
Maddux, 2008). O revestimento dos ductos lactiferos € formado por uma dupla camada de
células epiteliais cubicas (Banks, 1993; Peleteiro, 1994; Solano- Gallego, 2010).

O tecido conjuntivo reticular serve de suporte para os alvéolos e para os ductos mais
pequenos (Junqueira & Carneiro, 2013). Os ductos de maior calibre sao suportados por fibras

de musculo liso e fibras elasticas (Solano-Gallego, 2010).
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2. Linfonodo

2.1. Anatomia do linfonodo

Os linfonodos sdo 6rgdos encapsulados constituidos por tecido linfoide, que
percorrem sempre o trajeto dos vasos linfaticos. A forma dos linfonodos é semelhante a um
rim e medem entre 1 milimetro (mm) a 2 centimetros (cm) de comprimento. Estes apresentam
um lado convexo e um lado concavo com uma reentréancia chamada hilo, pela qual penetram
as artérias e saem as veias. A circulagado linfatica destes 6rgaos € unidirecional, a linfa entra
no linfonodo pelos vasos aferentes e sai através dos vasos eferentes (Junqueira & Carneiro,
2013).

Os linfonodos funcionam como um filtro que remove particulas estranhas antes que

a linfa regresse ao sistema circulatorio sanguineo (Junqueira & Carneiro, 2013).

2.2. Histologia do linfonodo

Este 6rgdo possui uma capsula de tecido conjuntivo denso que envia trabéculas para
0 seu interior que dividem o parénquima em compartimentos incompletos (Junqueira &
Carneiro, 2013).

O seu parénquima possui uma regido cortical localizada abaixo da capsula, assim
como uma regido medular que esta localizada no centro do 6rgéo. Entre estas duas regides,
existe a regido paracortical ou cortical profunda. A regido cortical superficial é constituida por
tecido linfoide laxo, limitados pelos seios subcapsulares e peritrabeculares, e também por
foliculos linféides. Estes ultimos sdo compostos por condensacoes esféricas de linfocitos B,
com alguns plasmacitos, macréfagos, células reticulares, células foliculares dendriticas e
possuem centros germinativos. Os seios dos linfonodos sao espacos irregulares delimitados
por células endoteliais, células reticulares com fibras reticulares e macréfagos. Estes seios
recebem a linfa proveniente dos vasos aferentes e encaminham-na para a medula. A regiédo
cortical profunda n@o possui foliculos linféides e é predominante em linfocitos T. Ja a regiao
medular & formada por corddes medulares predominantes em linfécitos B, fibras, células
reticulares e macréfagos (Junqueira & Carneiro, 2013).

A separar os corddes medulares, encontram-se 0s seios medulares que recebem
linfa que provém da zona cortical e comunicam com os vasos eferentes (Junqueira & Carneiro,

2013).
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3. Prevaléncia de tumores mamarios em gatos

Os tumores mamarios em gatas ocorrem com muito maior frequéncia que os tumores
mamarios em gatos. S6 cerca de 1 a 5 % dos tumores mamarias em gatos sdo em machos
(Hayes et al.,1981; Weijer & Hart, 1983; Skorupski et al., 2005; Goldschmidt et al., 2017).

De acordo com alguns autores, os tumores mamarios em gatos sdo a terceira
neoplasia mais comum nesta espécie e correspondem a cerca de 12% a 17% do total de
neoplasias em gatos domeésticos, independentemente do sexo, logo a seguir aos tumores da
pele e aos linfomas (Dorn et al.,, 1968a,b; Hayes et al.,1981; Carpenter et al., 1987,
Klopfleisch, 2016).

No entanto, em 2009, Vascellari e seus colegas concluiram que 0s tumores mamarios
em gatos sdo o segundo tumor mais frequente, correspondendo a 16% dos tumores nesta
espécie, independentemente do sexo, sendo que em gatas corresponde a 25% da totalidade
de tumores existentes nestas.

A prevaléncia pode variar quanto a localizacéo geogréfica, pois 0s tumores mamarios
em gatos estdo muito relacionados com gatas néo esterilizadas ou esterilizadas depois dos 6
meses de idade. Logo, esta prevaléncia é modificada consoante as praticas clinicas
realizadas em cada pais (Goldschmidt et al., 2017).

Em Portugal, foi criado um sistema que nos permite identificar com mais precisdo a
prevaléncia de neoplasias em animais de companhia, o Vet-OncoNet. Este abrange todas as
amostras enviadas para varios laboratérios nacionais especializados na area de Medicina
Veterinaria, tais como o DNATech, o VetPatLab (Analises Anatomopatoldgicas Veterinarias
Lda.), a UTAD, o ICBAS e o Laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Lisboa (Vet-OncoNet, 2020). De acordo com os dados adquiridos em 2019 e
2020 por este sistema, 0s tumores mamarios epiteliais em gatos, como 0s carcinomas
mamarios em gatos, sao a segunda neoplasia mais frequente nesta espécie. Dentro do grupo
dos carcinomas mamarios em gatos, o mais frequente € o carcinoma mamario tubular e o
segundo mais frequente € o carcinoma mamario tubulopapilar (Vet-OncoNet, 2020).

O tumor mamario em gatos tem uma predisposicdo mais significativa a partir dos 9
anos de idade em gatas e é normalmente diagnosticado entre os 10 e os 12 anos de idade
(Dorn et al., 1968b; Hayden & Nielsen, 1971; Weyer et al., 1972; Hayes & Mooney, 1985;
Misdorp et al., 1991; Kessler & Von Bomhard, 1997; Johnston et al., 2001; Lana et al., 2006;
Kustritz, 2007).
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A autora Peleteiro (1994) afirmou que em gatas, as glandulas mamarias mais afetadas
sdo as glandulas mamarias toracicas. Todavia, é importante salientar que o risco de
desenvolverem tumores mamarios € igual em qualquer glandula maméria (Anderson & Jarrett,
1966; Hayden & Neilson, 1971; Hayes, 1977; Weijer & Hart, 1983; Lana et al., 2006).

Os tumores mamarios em gatos podem ser multicéntricos e por vezes afetar toda a
cadeia mamaria do mesmo lado (Peleteiro, 1994; Lana et al., 2006).

O autor Misdorp, em 2002, afirmou ainda que é frequente existirem multiplos tumores
mamarios em gatos e que, por vezes, podem ser de diferentes tipos histolégicos.

Em gatas mais jovens € relativamente comum existirem lesGes displasicas e
alteracdes fibroepiteliais, tais como a hiperplasia ou a hipertrofia fibroepitelial e hipertrofia
mamaria (Goldschmidt et al., 2017).

A maioria dos tumores mamarios malignos nesta espécie sdo carcinomas mamarios
do tipo simples hormono-independentes que envolvem uma Unica componente de células
neoplasicas, e estes correspondem a cerca de 80 a 90% da totalidade de tumores mamarios
em gatos (Nielsen, 1967; Hayden et al., 1989; Misdorp et al., 1999).

Os tumores mamarios em gatos sao de extrema importancia por apresentarem uma
taxa de malignidade bastante significativa (Hayes et al., 1981; Bostock, 1986; Carpenter et
al., 1987; Moulton, 1990; Hahn & Adams, 1997; Rutteman et al., 2001; Misdorp, 2002). Esta
taxa corresponde a cerca de 85%, o que significa que estes tumores apresentam um
comportamento biolégico bastante agressivo (Hayes et al., 1981; Bostock, 1986; Carpenter et
al., 1987; Rutteman et al., 2001).

A taxa de metastizacdo dos carcinomas mamarios em gatos varia entre 0s 50% e 0s
90% (Misdorp et al., 1999). Os locais de metastizacdo de eleicdo dos carcinoma mamarios
em gatos séo os linfonodos regionais e os pulmdes, que em conjunto correspondem a cerca
de 83% das metastases. Os outros locais de metastizagéo séo o figado, a pleura, o diafragma,
os rins e as glandulas adrenais (Hahn & Adams, 1977; Hahn et al., 1994; Lana et al., 2006).

4. Fatores de risco dos tumores mamarios em gatos

Existem diversos fatores de risco que alteram a prevaléncia de tumores mamarios
em gatos, entre eles, a idade, a raca, se € realizada ou a idade em que € realizada a

ovariohisterectomia ou ovariectomia e a associa¢cdo hormonal (Goldschmidt et al., 2017).

4.1. ldade e raca
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Como ja foi mencionado anteriormente, a idade média de diagndstico dos tumores
mamarios em gatas € dos 10 aos 12 anos (Dorn et al., 1968b; Hayden & Nielsen, 1971; Weyer
et al.,, 1972; Hayes & Mooney, 1985; Misdorp et al., 1991; Kessler & Von Bomhard, 1997;
Johnston et al., 2001; Lana et al., 2006; Kustritz, 2007).

Quanto a raca dos gatos, a raca Siamesa e os Domésticos de P&lo Curto apresentam
maiores taxas de prevaléncia (Hayes et al.,1981; Ito et al., 1996).

A idade média de diagndstico de tumores mamarios em gatas siamesas é de 9 anos,
sendo mais precoce do que nas restantes racas. Por este motivo, pensa-se que existe uma
predisposi¢cdo genética nesta raca (Hayes & Mooney, 1985; Ito et al., 1996).

De acordo com um estudo retrospetivo realizado em 2009 com casos de tumores
mamarios, 0s gatos siameses tém um pior prognostico comparativamente as restantes racas
(Borrego et al., 2009).

4.2. A realizagédo da ovariohisterectomia ou ovariectomia

Diversos estudos conseguiram demonstrar que a realizacdo da ovariectomia ou
ovariohisterectomia precoce assume um papel fundamental na prevencdo subsequente de
neoplasias mamarias em gatas (Goldschmidt et al., 2017).

A ovariectomia ou ovariohisterectomia realizada numa idade mais jovem reduz
significativamente a incidéncia de neoplasias mamarias em gatas. A prevaléncia de
neoplasias mamarias em gatas que nao fizeram este procedimento cirirgico é 7 vezes mais
elevada comparativamente a gatas esterilizadas antes do primeiro ano de idade. E importante
ressaltar que o risco de desenvolver neoplasias mamarias aumenta conforme vai ocorrendo
um novo cio. As gatas esterilizadas antes dos 6 meses de idade tém uma reducdo de 91% do
risco de desenvolverem carcinomas mamarios comparativamente a gatas inteiras. N&o
obstante, caso sejam esterilizadas antes de um ano de idade, ainda é bastante eficaz, pois
h& uma reducéo de 86% do risco de desenvolver estes tumores. Para gatas que realizam este
procedimento cirlrgico ap6s os dois anos de idade, ndo existe qualquer beneficio. E
importante salientar que ndo existem evidéncias de que as gatas que tenham sido mées,
apresentem uma maior predisposicdo de desenvolver carcinomas mamarios
comparativamente a gatas inteiras que nao estiveram gestantes (Misdorp, 1991; Overley et
al., 2005).

4.3. Associagao hormonal
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As hormonas apresentam um papel fundamental no desenvolvimento de tumores
mamarios em gatos inteiros e em gatas inteiras (Goldschmidt et al., 2017).

A administragdo de hormonas exdgenas, tais como progesterona e estrogénio, em
gatas aumenta significativamente o risco de desenvolverem neoplasias mamarias. A sua
administragdo pode aumentar o risco de desenvolverem estas neoplasias, comparativamente
a gatas que ndo tomam esta medicacao (Misdorp, 1991; Rutteman & Kirpensteijn, 2003; Lana
et al., 2006).

Existem estudos realizados em gatas que comprovaram que baixas doses de
progesterona promovem o desenvolvimento de neoplasias mamarias benignas, enquanto que
a combinacdo de progesteronas com estrogénios parece induzir o desenvolvimento de
tumores mamarios malignos (Misdorp, 1991; Rutteman & Kirpensteijn, 2003; Lana et al.,
2006).

Como ja foi mencionado anteriormente, a maioria das gatas que surge com O
histérico de administracdo de progesterona, possui lesGes maioritariamente displasicas
(alteracdo fibroadenomatosa mamaria). Estas aparecem em varias glandulas mamarias,
contudo, as lesdes podem apresentar uma progressao maligna com a administracéo continua

de progesterona (Goldschmidt et al., 2017).

5. Diagnostico e progndéstico de neoplasias mamarias malignas em gatos

Os tumores mamarios em gatos ndo sédo tao frequentes como 0s tumores mamarios
em cédes, mas, a taxa de malignidade dos tumores mamarios em gatos € mais elevada
(Goldschmidt et al., 2017). Por esta razdo, a sua classificacdo e estadiamento sdo bastante
relevantes a nivel clinico (Goldschmidt et al., 2017).

Sinais clinicos como, o rapido crescimento, o tamanho do tumor, a ulceracado e a
fixacdo a pele e ou a tecidos subjacentes podem ajudar a perceber a gravidade de uma
neoplasia, ainda assim, é impossivel diferenciar clinicamente entre tumores mamarios
benignos e malignos (Goldschmidt et al., 2017).

Normalmente, o primeiro exame realizado é a puncao aspirativa por agulha fina do
tumor (um diagnéstico citoldgico) para diferenciar entre tumores mamarios benignos e
malignos, no entanto, a sua diferenciagéo é dificil pela disposigéo celular na lamina e, por este
motivo, a sua exatidao é somente cerca de 20% (Goldschmidt et al., 2017).

A histopatologia € o melhor método de diagndstico, ja que permite diferenciar o tipo
de tumor e a sua taxa de malignidade, permitindo assim classificar o grau e progndstico
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(Goldschmidt et al., 2017). O diagndstico histopatoldgico de carcinomas mamarios é mais ou
menos consensual, mas, o tipo histologico é variavel (Goldschmidt et al., 2017).

O estadio clinico e o progndstico de uma neoplasia maligna é obtido através do
sistema TNM, proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para mulheres. Este foi
adaptado para animais, mais concretamente para cadelas. Este sistema tem em consideragao
a dimensdo do tumor - T, a existéncia de metastases nos linfonodos regionais - N e, por fim,
a apresentacdo de metastases distantes - M (Sorenmo et al., 2013).

Um estudo realizado demonstrou uma forte correlagéo entre a dimensé&o do tumor, a
presenca de metédstases em linfonodos regionais e a sobrevivéncia do animal diagnosticado
com o tumor (Coleto, 2017, p.37-41).

6. Sistema de classificacdo histoldogica dos tumores mamarios em gatos

A OMS publicou em 1999, uma classificacdo histolégica adequada aos tumores
mamarios em gatos (Hampe & Misdorp, 1974; Misdorp et al., 1999).

Nesta classificacdo, a maioria dos subtipos histolégicos baseavam-se na
classificacdo histolégica dos tumores mamarios em cées. Contudo, os tumores mamarios em
gatos sdo menos heterogéneos do que os tumores mamarios em cdes devido a rara
proliferacdo de células mioepiteliais neoplasicas. Por este motivo, existem menos subtipos
histol6gicos em gatos (Goldschmidt et al., 2017; Zappulli et al., 2019).

A classificagdo dos tumores mamarios em gatos foi reformolada (Zappulli et al.,
2019). Algumas categorias foram atualizadas com base na nova classificagdo em céaes e
foram ainda incluidos novos subtipos histoldégicos em gatos (Della Salda et al., 1993; Pérez-
Alenza et al., 2004; Kamstock et al., 2005; Sarli et al., 2006; Seixas et al., 2007; Seixas et al.,
2008; Goldschmidt et al., 2011; Millanta et al., 2011; Zappulli et al., 2013; Zappulli et al., 2019).
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7. Classificagéo histolégica - tipos de carcinomas mamarios em gatos

Existem diversos tipos de carcinomas mamarios em gatos. Estes dividem-se em dois
grupos, sendo eles, neoplasias epiteliais malignas e neoplasias epiteliais malignas especiais
(Zappulli et al., 2019).

As neoplasias epiteliais malignas abrangem 9 tipos de carcinomas mamarios: o
carcinoma ‘in situ’, os carcinomas simples e 0s carcinomas associados a ductos (Zappulli et
al., 2019).

Os carcinomas mamarios simples dividem-se ainda em tubular, tubulopapilar, sélido,
micropapilar invasivo, comedocarcinoma e anaplasico (Zappulli et al., 2019)

Os carcinomas associados a ductos dividem-se em carcinoma papilar intraductal e
carcinoma ductal (Zappulli et al., 2019).

As neoplasias epiteliais malignas do tipo especial abrangem 6 tipos de carcinomas,
entre 0s quais, o carcinoma das células escamosas, 0 carcinoma adenoescamoso, 0
carcinoma mucinoso, o carcinoma rico em lipidos, o carcinoma de células fusiformes e o
carcinoma inflamatorio (Goldschmidt et al., 2017) .

Os tipos de neoplasias mamarias malignas em gatos mais frequentes sao os
carcinomas mamarios epitelias do tipo simples, como os carcinomas mamarios do tipo tubular,
carcinomas mamarios do tipo tubulopapilares, carcinomas mamarios micropapilares
invasivos, comedocarcinomas mamarios, respetivamente. Menos comumente, o carcinoma
mamario de células escamosas, 0 carcinoma mamario mucinoso, € 0 carcinoma mamario rico
em lipidos (Hayden et al., 1989; Castagnaro et al., 1998; Misdorp et al., 1999; Perez-Alenza
et al., 2004; Kamstock et al., 2005; Lana et al., 2006; Sarli et al., 2006; Seixas et al., 2007,
Matsuda et al., 2008; Seixas et al., 2008; Rasotto et al., 2010).

8. Descrigao histologica dos carcinomas mamarios em gatos

8.1. Neoplasias epiteliais malignas:

8.1.1. Carcinoma mamario ‘in situ’

O carcinoma mamario ‘in situ’ € uma neoplasia mamaéria epitelial maligna que nao

apresenta invasdo da membrana basal pré-existente (Zappulli et al., 2019).
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Este tecido neoplasico é definido como nédulos bem demarcados, nao-infiltrativos,
gue nao se estendem até ao tecido mamario circundante. O tecido neoplasico deste
carcinoma apresenta uma grande densidade celular com células bem compactadas dispostas
em tdbulos irregulares, ninhos e cordas. Estas células podem apresentar diversas formas,
nomeadamente poligonais, redondas e cubdides. Simultaneamente, apresentam
normalmente pouca quantidade de citoplasma eosinofilico e uma elevada relacdo entre
nucleo e citoplasma. Estes nucleos séo centrais, redondos a ovais, hipercrémicos, com
cromatina aglomerada e com um nucléolo central basdfilo. A anisocariose e anisocitose deste
carcinoma sao moderadas a severas e a quantidade de mitoses € variavel (Zappulli et al.,
2019).

Existe uma certa dificuldade em diferenciar a epiteliose atipica, a hiperplasia lobular
com atipias graves e o carcinoma ‘in situ’. Estas alteracdes podem todas ser huma Unica
glandula mamaria e representam uma displasia continua da neoplasia (Zappulli et al., 2019).

Existem ainda carcinomas mamarios ‘in situ’ que podem apresentar areas de
proliferacdo celular neoplasica intra-ductal, derivada de um outro carcinoma localizado na

glandula mamaria (Zappulli et al., 2019).

8.1.2. Carcinomas mamarios simples:

8.1.2.1. Carcinoma mamario simples do tipo tubular:

O carcinoma mamario simples do tipo tubular € uma neoplasia mamaria maligna
epitelial que possui como caracteristica principal a sua disposi¢do celular em forma de
estruturas tubulares. No entanto, o padrdo tubular pode existir juntamente com padroes
sélidos ou papilares. Os tubulos sao revestidos por uma mono ou dupla camada celular
(Zappulli et al., 2019).

O pleomorfismo nuclear é diversificado e os nicleos podem ser hipocromaticos a
hipercroméaticos com uma marginacdo da cromatina, eucromatica ou hipercromética. Os
nucléolos podem apresentar diversos tamanhos e quantidades, multiplos de pequenas
dimensdes ou Unicos de grandes dimensdes. Estas células apresentam normalmente um
citoplasma com margens percétiveis (Zappulli et al., 2019).

Relativamente a contagem mitotica, existem normalmente 6 por 2,37mm?2. N&o
obstante, podem existir casos com mais de 30 mitoses por 2,37mm?, classificados com grau
histolégico Il (Zappulli et al., 2019).
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O estroma intertubular, constituido por vasos e fibroblastos, em alguns casos,
apresenta um infiltrado de macréfagos, plasmdcitos e linfécitos. Podem existir casos que
exibem proliferacdo miofibroblastica, como resposta do estroma, a uma infiltracdo neoplasica
nos tecidos adjacentes. A infiltracdo da neoplasia concomitantemente com o aumento da
atividade mitética e a anisocariose, sdo caracteristicas que permitem diferenciar o adenoma
mamario do carcinoma mamario (Zappulli et al., 2019).

Um estudo retrospetivo constituido por 45 casos de carcinomas mamarios simples
do tipo tubular em cées, concluiu que 25% eram de grau |, 62% de grau Il e os restantes de
grau lll. Ainda concluiram que 60% dos carcinomas apresentavam invasao linfatica e vascular
e que 27% apresentavam metastases nos linfonodos regionais. O grau tumoral serviu de
indicador de prognoéstico. A invasao linfatica e vascular, assim como a metastizacdo dos
linfonodos, eram mais comuns em tumores de segundo grau (71% e 31%, respetivamente) e
terceiro grau (83% e 67%, respetivamente) (Rasotto et al., 2012).

Porém, estes tumores em gatos apresentam um comportamento bilégico bastante
agressivo e a maior parte das vezes sédo classificados com um grau histilégico de Il (Zappulli
etal., 2019).

8.1.2.2. Carcinoma mamario simples do tipo tubulopapilar:

O carcinoma mamario simples do tipo tubulopapilar € uma neoplasia maligna epitelial
simples da glandula mamaria, que difere do tipo tubular por apresentar estruturas papilares
predominantes, em mais de 20% dos tubulos, que se estendem em lumina tubular. Estes
carcinomas apresentam uma taxa de malignidade superior a dos carcinomas mamarios
simples do tipo tubular. As papilas sdo suportadas por um estroma de tecido conjuntivo
fibrovascular com espessura reduzida. As caracteristicas relativas ao resto desta neoplasia
sdo idénticas as caracteristicas descritas no carcinoma tubular (Zappulli et al., 2019).

Em cées foi realizado um estudo retrospetivo com 28 casos de carcinomas mamarios
tubulopapilares. Deste conclui-se gue menos de 4% dos casos eram de grau |. Assim como o
facto da invasdo linfatica e vascular juntamente com a metastiza¢éo dos linfonodos regionais
eram mais comuns em tumores de grau Il (90% e 78%, respetivamente) e grau lll (83% e
67%, respetivamente) (Goldschmidt et al., 2017).
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8.1.2.3. Carcinoma mamario micropapilar invasivo:

O carcinoma micropapilar invasivo € uma neoplasia mamaria epitelial maligna e esta
descrito tanto em gatas, como em gatos (Seixas et al., 2007). Este tumor é pouco comum nos
gatos, independentemente do sexo (Zappulli et al., 2019).

Estes carcinomas tém como principal caracteristica as suas areas com padrao
micropapilar (Zappulli et al., 2019).

De forma a ser diagnosticado corretamente, cerca de 50% da neoplasia tem de
apresentar este tipo de padrao (Zappulli et al., 2019).

Nesta neoplasia, um ou mais ndédulos presentes no tecido mamario apresentam este
padrdo com células neoplasicas intraductais que formam pequenos agregados irregulares
intraluminosos e papilas de reduzidas dimensdes sem suporte fibrovascular, rodeadas por
espacos lacunares vazios. Quanto a morfologia das células, estas sdo pleomorficas, com
formas que variam de cubdide a poligonal, com um citoplasma de variadas dimensdes. A
relacdo entre o nucleo e o citoplasma é elevada. Os ndcleos sao hipercrémicos com cromatina
granular e apresentam uma forma oval com um grande nucléolo central. A anisocariose e a
anisocitose deste tumor sdo severas, e apresentam um nimero de mitoses variavel (Zappulli
etal., 2019).

Neste tumor é comum haver invasdo vascular o que, consequentemente, apresenta
uma taxa de metastizagdo mais elevada (Zappulli et al., 2019).

Um estudo retrospetivo realizado com 16 casos de carcinomas mamarios invasivos
micropapilares diagnosticados em cdes, concluiu que todos 0s casos apresentavam
metastizagdo dos linfonodos regionais, porém, poucos apresentavam metastases distantes
(Gamba et al., 2013).

8.1.2.4. Carcinoma mamario sdlido:

O carcinoma mamario sélido é uma neoplasia epitelial maligna das glandulas
mamarias. As células neoplasicas deste tumor encontram-se dispostas em ninhos e ilhas sem
lumina. Esta neoplasia € menos frequente que o carcinoma mamario simples do tipo tubular
(Zappulli et al., 2019).

Este tumor é composto por I6bulos de tamanho irregular suportados por um estroma
fibrovascular. Apesar de o padrdo predominante ser sélido, podem existir juntamente com
padrbes tubulares ou tubulopapilares. As células apresentam margens irregulares, a sua
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forma varia entre poligonal a oval, e o citoplasma é escassamente demarcado. Os nucleos
sdo redondos a ovais e hipercromicos com cromatina acentuadamente pontilhada e
apresentam um Unico nucléolo central. A anisocariose e anisocitose sdo moderadas a
severas, e numero de mitoses é variavel (Zappulli et al., 2019).

Relativamente a infiltracdo de células neoplasicas, € frequente invadirem os vasos
linfaticos mais na periferia do tumor o que leva a metastizacdo dos linfonodos regionais
(Zappulli et al., 2019).

Estes tumores ndo podem pontuar 1 para a formacao de tubulos no sistema de
classificagdo. Os carcinomas solidos tendem a ser de grau Il ou Il (Zappulli et al., 2019).

Foi realizado um estudo retrospetivo com 31 casos de carcinomas mamarios solidos
diagnosticados em cédes e em nenhum destes casos foi diagnosticado um tumor de grau |
(Rasotto et al., 2012). Os carcinomas de grau |l correspondiam a 32% e os de grau lll a 68%.
Todos os tumores de grau Il apresentavam metastizacdo dos linfonodos regionais (Rasotto
etal., 2012).

8.1.2.5. Comedocarcinoma mamario:

O comedocarcinoma mamario € uma neoplasia epitelial maligna das glandulas
mamarias, que normalmente apresenta grandes areas de necrose. As areas de necrose em
neoplasias mamarias sao frequentes, caso estas, apresentem um crescimento muito rapido.
Devido a esta caracteristica peculiar, existe perda de irrigacdo sanguinea, o que leva ao
aparecimento de necrose localizada mais ao centro do tumor (Zappulli et al., 2019).

Este tecido neoplasico apresenta multiplas areas de necrose celular de pequenas
dimensdes. A necrose celular tem uma coloragédo eosinofilica e, normalmente, apresenta
detritos picnoticos, macrofagos, e outras células inflamatérias (Zappulli et al., 2019).

Este tumor apresenta um padrao multi-nodular dentro de um dnico tumor. As células
epiteliais periféricas as areas de necrose podem apresentar diferentes padrbes de
crescimento, tais como, sélido, tubular, tubulo-papilar e/ou micropapilar (Zappulli et al., 2019).

A classificacdo deste tumor deve de ser realizada em areas sem necrose. Esta
neoplasia apresenta uma média de 20 mitoses por 2,37mm2. A embolizacao linfatica e a
metastizag¢éo dos linfonodos regionais é frequente (Zappulli et al., 2019).

Por vezes, pode haver concomitantemente a esta neoplasia, uma mastite aguda ou
subaguda e nestes casos é frequente existirem focos de infiltracao de neutréfilos degenerados

e nao degenerados (Zappulli et al., 2019).
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8.1.2.6. Carcinoma mamario anaplasico:

O carcinoma mamario anaplasico € uma neoplasia mamaria epitelial maligna que é
extremamente rara em gatos (Della et al., 1993). Este carcinoma mamario € o que apresenta
a maior taxa de malignidade e a sua origem € de dificil percecéo (Zappulli et al., 2019). Este
padrdo pode coexistir com outros padrées. No entanto, por ser altamente maligno deve ser
sempre incluido no diagndstico (Zappulli et al., 2019).

Este tumor apresenta uma invasao difusa de células neoplasicas no tecido conjuntivo
interlobular e nos vasos linfaticos. As células neoplasicas podem estar dispostas em
pequenos grupos ou podem estar isoladas. Estas células podem apresentar uma forma
redonda, oval ou poligonal, com 15 a 70 ym de diametro. O citoplasma destas células pode
ser abundante. Os nucleos sao redondos a ovais, ocasionalmente indentados ou convoluidos
com cromatina acentuadamente pontilhada. Por vezes, existem células multinucleadas com
nacleos de tamanho irregular. Estas células sao constituidas por 2 ou 3 nucléolos de tamanho
variavel. Estes tumores podem apresentar uma anisocariose € uma anisocitose acentuada
com enumeras mitoses presentes. O aparecimento de canais microvasculares formados por
células tumorais malignas, o chamado de mimetismo vasculogénico, é bastante frequente
(Zappulli et al., 2019).

As células neoplasicas invasivas provocam uma resposta desmoplasica no tecido
mamario com proliferacdo de miofibroblastos. Esta alteracdo pode ser acompanhada de
infiltrado de linfécitos, plasmacitos, mastocitos, neutréfilos, eosindfilos e macréfagos. O tecido
intersticial € edematoso, com inimeros vasos linfaticos (Zappulli et al., 2019).

A maioria deste tumores sdo de grau lll, no entanto, podem existir tumores de grau
Il. Estes sdo muito recorrentes e metastaticos (Zappulli et al., 2019).

Foi realizado um estudo retrospetivo com 36 casos de carcinomas mamarios
anaplasicos diagnosticados em cades. Todos o0s casos eram de grau lll e muitos deles com

metastizacdo nos linfonodos regionais (Rasotto et al., 2012).

8.1.3. Carcinoma mamario associado a ductos

8.1.3.1. Carcinoma mamario ductal:
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O carcinoma mamario ductal € uma neoplasia epitelial maligna presente nas
glandulas mamarias, semelhante ao adenoma mamario ductal (Zappulli et al., 2019).

Este carcinoma tem sido chamado de ‘carcinoma mamario complexo felino* (Seixas
et al., 2008; Zappulli et al., 2019). No carcinoma mamario ductal em gatos, existem células
interticiais mioepitelais redondas a ovais sem matriz, em contrapartida, os tumores mamarios
complexos apresentam células interticiais mioepitelais fusiformes com uma matriz mixdide
(Zappulli et al., 2019).

As células desta neoplasia estdo dispostas em cordas e tibulos com areas solidas.
A lumina apresenta uma forma de fenda e esta disposta em uma dupla camada, a primeira
com uma componente luminal de células epiteliais e a segunda com uma camada de células
mioepiteliais. As células epiteliais luminais sdo cubdides a poligonais, com nucleos
hipercromaticos, escasso citoplasma e com elevada relacéo nucleo:citoplasma. As células
mioepiteliais sdo redondas a ovais com pouca ou nhenhuma matriz (Zappulli et al., 2019).

As principais carateristicas que diferenciam os carcinomas ductais dos adenomas
ductais, sdo: o facto dos carcinomas ductais apresentarem areas soélidas maiores com perda
de arquitetura ductal e possuirem ainda um grande numero de mitoses (mais de 6 por
2,37mm?) com atipia celular, anisocitose e anisocariose moderada, com areas focais ou
multifocais de diferenciacdo escamosa (Zappulli et al., 2019).

Os casos que foram diagnosticados com esta neoplasia, sobreviveram entre 1 a 2
anos apos o diagnéstico (Zappulli et al., 2013). Porém, ndo existe informacao suficiente sobre

0 seu comportamento biologico (Zappulli et al., 2019).

8.1.3.2. Carcinoma mamario papilar intraductal:

O carcinoma papilar intraductal € uma neoplasia mamaria epitelial maligna que
raramente é encontrada em gatos (Zappulli et al., 2019).

E uma variante maligna do adenoma papilar intraductal. Este carcinoma mamario
apresenta um padrao papilar mais irregular comparativamente ao adenoma mamario (Zappulli
et al., 2019).

Com a nova classificagao histologica de tumores mamarios em gatos, o carcinoma
mamario papilar-quistico ficou incluido no carcinoma mamario papilar intraductal. Isto deve-
se ao facto do aspeto papilar-quistico ser resultante da dilacdo de um ducto (Zappulli et al.,
2019).
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Esta neoplasia apresenta projecbes papilares, suportadas por um estroma
fibrovascular, que se estendem para o limen dos ductos. As papilas apresentam uma
estratificacdo formada por células epiteliais luminais e células mioepiteliais supra basais. As
células epitelais luminais sdo pleomérficas com uma relacdo nucleo:citoplasma elevada e
apresentam varias mitoses (mais ou igual a 6 por 2,37mm?). Estas células podem apresentar
diferenciacdo escamosa e estarem dispostas individualmente ou em pequenos grupos. Pode
existir formacao de tubulos ou de um padréo sélido (Zappulli et al., 2019).

N&o existem informac8es suficientes a cerca do comportamento biol6gico destes
tumores (Zappulli et al., 2019). Nao obstante, estes aparentam ser menos agressivos que 0s
tumores mamarios malignos ndo ductais (Zappulli et al., 2019).

Existem poucos relatos desta neoplasia em gatos, contudo, os casos que foram

diagnosticados continuaram vivos 1 a 2 anos ap6és o diagndstico. (Zappulli et al., 2013).

8.2. Neoplasias mamaérias epiteliais malignas - tipos especiais

8.2.1. Carcinoma mamario adenoscamoso:

O carcinoma mamario adenoscamoso € uma nheoplasia epitelial maligna do tipo
especial presente na glandula mamaria, extremamente rara em gatos. Esta neoplasia
apresenta areas de qualquer tipo de carcinoma, geralmente com tubulos e/ou papilas, com
areas de diferenciacdo escamosa. Estas areas multifocais de diferenciagdo escamosa
apresentam caracteristicas tipicas de malignidade, que sdo encontradas no interior do
carcinoma, e apresentam uma grande quantidade de mitoses (Zappulli et al., 2019).

Nao existem informacdes suficientes a cerca do comportamente bilégico desta

neoplasia (Zappulli et al., 2019).
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8.2.2. Carcinoma mamario mucinoso:

O carcinoma mamario mucinoso é uma neoplasia mamaria epitelial maligna do tipo
especial pouco frequente em gatos (Zappulli et al., 2019). A forma de identificar esta neoplasia
€ através da presenca de uma matriz mucoide abundante que envolve as células epiteliais
neoplasicas sem proliferacdo de células mioepiteliais (Sarli et al., 2006; Zappulli et al., 2019).

As células epiteliais luminias produtoras de muco podem ser individuais ou podem
estar dispostas em tubulos e ninhos, rodeadas por muco extracelular (Zappulli et al., 2019).

O comportamento biologico desta neoplasia € ainda desconhecido (Zappulli et al.,
2019).

8.2.3. Carcinoma mamario rico em lipidos:

O carcinoma mamario rico em lipidos pertence ao grupo das neoplasias mamarias
epiteliais malignas do tipo especial. Esta neoplasia é extremamente rara em gatos (Kamstock
et al., 2005; Zappulli et al., 2019).

Este tumor apresenta uma ilha de células epiteliais luminais neoplésicas divididas em
I6bulos de tamanho variavel por trabéculas fibrovasculares. As suas células neoplasicas séo
redondas a ovais e pouco delimitadas. O citoplasma destas células é abundante e contém
numerosos vacuolos de pequenas dimensdes ou apenas um de grandes dimensdes que pode
até empurrar o nlcleo para a periferia da célula. Os nlcleos sao redondos a ovais, vesiculares,
com bastante cromatina aglomerada e possuem 1 a 2 nucléolos. Estas neoplasias
apresentam uma anisocariose e anisocitose marcada, e possuem ainda algumas mitoses. O
seu comportamento bil6gico é desconhecido (Zappulli et al., 2019).

Esta neoplasia apresenta mais de 50% de células neoplasicas com citoplasma
vacuolizado (Zappulli et al., 2019).

O uso da imunohistoquimica por vezes é utilizado para se distinguir carcinomas
mamarios ricos em lipidos de lipossarcomas. Os carcinomas mamarios ricos em lipidos
marcam positivo para as citoqueratinas e os lipossarcomas marcam negativo (Zappulli et al.,
2019).
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8.2.4. Carcinomas mamario de células escamosas:

O carcinoma mamario de células escamosas pertence ao grupo das neoplasias
mamarias epiteliais malignas do tipo especial e é muito pouco frequente em gatos (Zappulli et
al., 2019).

Esta é composta por epitélio escamoso maligno com origem em células escamosas
ou células epiteliais ductais. Este tumor é histologicamente semelhante ao carcinoma de
células escamosas da pele (Zappulli et al., 2019).

O carcinoma mamario de células escamosas pode ser diferenciado do carcinoma
mamario adenoscamoso por ndo possuir diferenciagédo glandular (Zappulli et al., 2019).

Esta neoplasia mamaria epitelial maligna do tipo especial possui ilhas e corddes de
células epiteliais. As células e os nucleos sdo grandes, com extensa quantidade de citoplasma
e podem apresentar pontes intercelulares. Estas células tém a peculiaridade de produzem
pérolas de queratina. Sao frequentemente encontrados casos com um infiltrado inflamatério
secundario a neoplasia (Zappulli et al., 2019).

Esta infiltra-se localmente e pode metastizar para os linfonodos regionais (Zappulli et
al., 2019).

Esta ndo pode ser graduada com os sistemas atualmente disponiveis (Zappulli et al.,
2019).

8.2.5. Carcinomas mamaério de células fusiformes:

O carcinoma mamério de células fusiformes é uma neoplasia mamaria epitelial
maligna do tipo especial e extremamante raro em gatos (Zappulli et al., 2019).

A maioria destas neoplasias apresentam diferenciacdo escamosa, por este motivo,
eram classificadas como carcinoma de células escamosas — variante de células fusiformes
(Zappulli et al., 2019).

Este carcinoma mamario possui ilhas e corddes formados por células epiteliais
luminais, que fortuitamente, podem estarem associadas a tubulos (Zappulli et al., 2019).

As células e os nucleos séo grandes e fusiformes. Os ndcleos possuem somente um
nucléolo proeminente. Estas células neoplasicas apresentam alguma anisocariose e

anisocitose, possuindo variadas mitoses (Zappulli et al., 2019).
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A imunohistoquimica é uma técnica de diagndstico necessaria para confirmar a sua
origem epitelial. As células epiteliais marcam positivo para as citoqueratinas (Zappulli et al.,
2019).

8.2.6. Carcinoma mamario inflamatério:

O carcinoma mamaério inflamatério pode apresentar edema subcutaneo, eritema e
dor intensa no abdomen ventral (Zappulli et al., 2019).

Este carcinoma pode ou ndo apresentar uma lesdo nodular. Estas lesdes nas
glandulas mamarias devem de ser diferenciadas do angiossarcoma ventral abdominal. Na
avaliacao histopatoldgica é possivel observar uma extensa embolizacdo neoplasica (Zappulli
etal., 2019).

Juntamente com o0s carcinomas inflamatoérios, os carcinomas mamarios mais
encontrados sdo os carcinomas mamarios do tipo tubulopapilar e os carcinomas mamarios

papilares (Pérez-Alenza et al., 2004; Millanta et al., 2012).

9. Sistema de graduacdo dos tumores mamarios em gatos

O sistema de graduacao histologica ‘Elston & Ellis’ (1991), utilizado como meio de
classificacdo dos tumores mamarios em mulheres, foi revisto e adaptado para gatos
(Castagnaro et al.,, 1998). Este sistema consiste em avaliar as seguintes caracteristicas
morfologicas: a formacao de tubulos, o pleomorfismo nuclear e por fim, a contagem mitética
(Castagnaro et al., 1998). No entanto, foi publicado um segundo sistema de graduacédo
adaptado para tumores mamarios em gatos mais recente, que tem como principio avaliar os
seguintes critérios: a invaséo linfatica e vascular, a forma nuclear e a contagem mitética (Mills
et al., 2015).

Este segundo sistema de graduacdo histolégica baseia-se em caracteristicas
histolégicas acima mencionadas que sdo pontuadas da seguinte maneira: a invasao linfatica
e vascular que pode ser ausente, pontuado como 0, ou presente, pontuado como 1. A seguinte
caracteristica é a forma nuclear, caso esteja menos de 5% anormal é pontuado como 0 e igual
ou mais de 5% anormal é pontuado como 1. Por ultimo, a contagem mitética em 10 campos,
caso haja menos ou igual a 62 mitoses € pontuado como 0 e mais de 62 mitoses é pontuado
como 1 (Mills et al., 2015).
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No final, é realizada a soma dos pontos e caso o resultado seja 0 é classificado como
grau | - baixo grau, 1 é classificado como grau Il — grau intermédio e 2 ou 3 é classificado

como grau lll — grau elevado (Mills et al., 2015).

10. Macrometastases, micrometastases e células tumorais isoladas

No cancro de mama em mulheres, o estado dos linfonodos é extremamente
importante para o prognadstico (Ellis et al., 2003).

Existem poucos estudos relativamente a avaliacdo dos linfonodos e a sua
importancia prognéstica em gatos com tumores mamarios (Sorenmo et al., 2013).

O processo de metastizagao e invasao dos tecidos por células neoplasicas inicia-se
com a invasao da matriz extracelular, seguida da permeacdo de vasos linfaticos ou
sanguineos (Kusewitt & Rush, 2007). Posteriormente, ocorre a saida das células tumorais de
dentro dos vasos e, por fim, a colonizag¢ao destas células noutro local (Kusewitt & Rush, 2007).

Um estudo prospetivo, com uma amostra de 202 gatos com tumores mamarios,
afirmou que os gatos com linfonodos regionais metastizados apresentavam uma diminui¢ao
significativa na esperanca média de vida comparativamente aos casos de tumores mamarios
sem metastizag¢éo dos linfonodos regionais (Weijer & Hart, 1983).

Outro estudo retrospetivo realizado mais recentemente, com uma amostra de 92
gatos, veio confirmar a conclusdo acima mencionada, relatando ainda que todos os gatos com
metéstases nos linfonodos regionais morreram nos primeiros 9 meses apés o diagnéstico do
tumor (Seixas et al., 2011).

Existe uma classificacdo relativamente ao didametro das metastases (Boer et al.,
2010). De acordo com ‘American Joint Committee on Cancer’, estas dividem-se em
macrometastases, micrometastases e células tumorais isoladas (CTI) (Amin et al., 2016).

As macrometastases sado caracterizadas como grupos de células neoplasicas com
mais de 2 mm de didmetro (Boer et al., 2010; Amin et al., 2016).

As micrometastases sdo definidas como grupos de células neoplasicas com
dimensodes compreendidas entre 0,2 e 2,0 mm de didmetro (Boer et al., 2010; Amin et al.,
2016).

Estas representam focos de disseminagdo de uma neoplasia maligna. Quando
presentes num linfonodo, este é caracterizado como positivo para o crescimento de um tumor
(Amezaga et al., 2010; Boer et al., 2010; Carvalho et al., 2010; Tsiapali, 2011).
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Existem ainda agregados de células neoplasicas de menores dimensdes, com menos
de 0,2 mm de didmetro (Amin et al., 2016). Estes sao definidos como CTIl e n&do sao
compreendidos como focos metastaticos. Um linfonodo com estes agregados celulares é

caracterizado como livre de crescimento neoplasico (Boer et al., 2010).

11. Imunohistoquimica

11.1. O principio da imunohistoquimica

Quando os anticorpos possuem uma fungdo altamente especifica para uma
determinada proteina / antigénio, sdo denominados de anticorpos monoclonais. A obtengao
de anticorpos monoclonais contra as proteinas do organismo é resultante de um processo de
isolamento prévio de células sanguineas e de inoculagbes em cobaias, tais como ratos ou
coelhos (Pinho, 2005; Clive et al., 2010).

Quando sao realizadas as imunohistoquimicas, estes anticorpos com alta
especificidade sao adicionados a um corte histolégico, processados através do método
convencional e fixados numa lamina de vidro. Estes identificam-se e ligam-se as moléculas
da proteina ou antigénios procurados (Pinho, 2005; Clive et al., 2010).

Como o intuito é visualizar se houve ligacéo entre o anticorpo e o0 antigénio, e a sua
localizagéo, € necessario adicionar a este processo um corante com a capacidade de se ligar
a estes, permitindo assim a sua visualizacdo através de um microscoépio 6tico (Pinho, 2005;
Clive et al., 2010).

11.2. Imunohistoquimica como meio de detecdo de micrometastases

ocultas em linfonodos regionais

A técnica de imunohistoquimica é muito utilizada em Medicina Humana e €, cada vez
mais, utilizada como uma técnica de diagnéstico auxiliar em Medicina Veterinéria. Este facto
deve-se a quantidade de anticorpos que apresentam reatividade cruzada entre antigénios de
humanos e antigénios de animais (Teixeira et al., 2011).

Como as metastases em linfonodos sdo um fator importante para a classificacdo do
grau de malignidade e para a classificacdo do estadio clinico, é de extrema importancia
detetar micrometastases nos linfonodos (Freitas et al., 2013; Coelho, 2014, p. 31-42).
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Em relacdo ao seccionamento dos linfonodos, devem ser realizados seccbes
seriadas com 2 mm de espessura, independentemente da existéncia de alteracfes
macroscopicas, de forma a otimizar a detegdo de metastases (Pefia et al., 2013).

Devido as reduzidas dimensdes das micrometastases, estas, por diversas vezes, sao
impercetiveis em cortes realizados com a técnica de histopatologia com a coloracdo HE
(Miyake et al., 2001).

Este fendmeno deve-se a elevada densidade celular do parénquima linfoide (Miyake
et al., 2001).

Por este motivo, a detecdo de micrometastases beneficiaria de um método de
diagnostico auxiliar que seja significativamente mais sensivel que a histopatologia com
coloracdo com HE, como é o caso das imunohistoquimicas (Miyake et al., 2001; Hansen et
al., 2009; Amezaga et al., 2010).

As vantagens das imunohistoquimicas, é que estas aumentam significativamente a
sensibilidade relativamente a dete¢cdo de micrometastases e promovem um estadio clinico
mais correto para o paciente (Héinghaus et al., 2007; Freitas et al., 2013).

Como os carcinomas mamarios sdo de origem epitelial é necessario utilizar
anticorpos que marquem o tecido epitelial, como é o caso do anticorpo AE1/AE3 (Matos et al.,
2006).

As citoqueratinas sdo proteinas presentes no epitélio das glandulas mamarias
normais em cées, gatos e humanos (Sorenmo et al., 2011).

Existem diversos estudos relativamente a detecdo de micrometastases em
linfonodos, pertencentes a cadelas com carcinomas mamarios, através do uso da técnica de
imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3, que jA comprovaram a sua eficacia e
demonstraram ser benéficas para classificar o estadio clinico e fornecer um progndstico mais
fidedigno para o animal (Sorenmo et al., 2013; Coelho, 2014, p.31-42; Coleto, 2017, p.43-45).

De acordo com um estudo realizado em cadelas com carcinomas mamarios, onde
realizaram a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3 como meio de
diagnéstico de micrometastases em linfonodos das respetivas cadeias mamarias (Coelho,
2014, p.31-36). Detetando um aumento de 6 % de casos com micrometastases nos
linfonodos. Estes linfonodos tinham sido diagnosticados como livres de metéstases atraves
do método convencional de diagnostico. Esta investigacdo ainda evidenciou um paralelismo
entre 0 grau histolégico e a frequéncia de linfonodos regionais metastizados. O grau |
apresentou 11% de linfonodos metastizados, o grau Il apresentou 18% e o grau Il apresentou
100% (Coelho, 2014, p.31-36).
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Em suma, tera sido comprovado que a técnica de imunohistoquimica é um
procedimento de diagnéstico de referéncia mais sensivel que o método convencional,
melhorando assim o estadiamento clinico destes animais (Coelho, 2014, p.31-42).

Outro estudo semelhante, realizado com 62 casos de cadelas diagnosticadas com
carcinomas mamarios e com 78 linfonodos regionais, em que foi utilizada a técnica de
histopatologia com coloragcdo HE e a técnica de imunohistoquimica com o0s anticorpos
AE1/AE3 em linfonodos. Concluiu-se que através da técnica de histopatologia com coloragéo
HE foram detetados 3% de linfonodos com CTI e 6% com macrometistases e
micrometastases. E que através da técnica de imunohistoquimica foram detetados 35% de
linfonodos com CTIl e 9% com macrometastases e micrometastases, o que refor¢ca que a
técnica de imunohistoquimica é uma ferramenta importante para a detecdo de CTI e de
micrometastases em linfonodos (Coleto, 2017, p.37-41).

De acordo com um estudo realizado em linfonodos de cadelas, por Matos e os seus
colegas (2006), a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3 identificou um
aumento de 9% de micrometastases ocultas em linfonodos regionais, linfonodos estes, que
tinham sido diagnosticados como livres de metastases pela técnica de histopatologia com

coloracao HE.

12. Objetivos

Este estudo tem como finalidade analisar o uso da técnica de imunohistoquimica em
gatos e comprovar a sua eficicia na detecdo de micrometastases ocultas em linfonodos.

O objetivo € averiguar se é importante para um diagnéstico e, consequentemente,
um prognostico mais acertado, comparativamente com o0 uso exclusivo da técnica de

histopatologia com a coloracéo HE.
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[Il. Materiais e métodos

1. Recolha de dados

O estudo foi efetuado na FMV-ULHT em Lisboa no Campo Grande, juntamente com
o auxilio do Laboratdério DNATech situado em Telheiras, Lisboa.

As amostras utilizadas nesta investigacédo foram enviadas pelo Laboratério DNAtech.
As amostras escolhidas sdo de carcinomas mamarios em gatos num periodo compreendido
entre dia 1 de Janeiro de 2019 a dia 31 de Dezembro de 2020.

1.1. Critérios de inclusao e excluséao

O critério de selecdo das amostras prendeu-se com casos de carcinomas mamarios
em gatos previamente diagnosticados e classificados em grau através da técnica de
histopatologia com a coloragéo HE pelo laboratério DNAtech, com linfonodos regionais dados
como livres de metastases.

Este estudo retrospetivo foi realizado com 100 casos de carcinomas mamarios em
gatos e 125 linfonodos regionais.

A divisdo dos nddulos presentes nas glandulas mamarias foi realizada consoante a
sua localizagdo anatomica. Os nddulos presentes na glandula mamaria M1 ou entre M1 e M2,
teoricamente seriam drenados pelos linfonodos axilares e os nédulos presentes em M2, M3,
M4 ou M5, pelos linfonodos inguinais. Oito dos casos néo tinham informacdes referentes a
glandula mamaria afetada pelo carcinoma mamario.

Cerca de 25 casos apresentavam mais do que um linfonodo enviado.

2. Metodologia utilizada

Nesta investigacao foram executadas duas técnicas para a detecdo das metéstases.

Foi realizada a técnica de histopatologia com coloracdo HE, o método convencional
de diagndstico, e a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3, a técnica que
foi avaliada.

A maioria dos linfonodos estavam seccionados com cortes seriados a 1 mm de

distancia ao longo do maior eixo do linfonodo. No entanto, 25 linfonodos processados no inicio
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de 2019 estavam seccionados apenas pelo maior eixo e foi necessario efectuar novas
seccoes.

Cada bloco de parafina continha no minimo 3 e no méaximo 10 fragmentos do mesmo
linfonodo, recortados novamente pelo maior eixo.

Para a coloracdo com HE, cada bloco de parafina foi seccionado com o microtomo a
2 ym e foram colocados dois cortes seriados na mesma lamina. Para a técnica de
imunohistoquimica, foi feito um corte em lamina adesivada.

Ambos os cortes foram postos num recipiente com agua fria e colocados nas laminas
de vidro devidamente identificadas com o auxilio de uma pin¢ca de metal. De seguida, foram
postos superficialmente em banho maria a 50°C para aderirem a lamina de vidro.

Em todas as imunohistoquimicas realizadas, utilizou-se um um controlo positivo para

a marcacao epitelial. O controlo positivo utilizado foi um fragmento de pele.

2.1. Protocolo da técnica de histopatologia com coloragcdo HE

Ap0s a colocacéo dos cortes dos linfonodos nas laminas de vidro, estas foram para
uma estufa a 60°C durante uma hora.

Procedeu-se entdo a colocacdo das laminas no xilol por 15 minutos, depois
permaneceram em outro recipiente com xilol por 5 minutos. Posteriormente, fez-se 20
passagens em alcool 100%, 20 passagens em alcool 95%, 20 passagens em alcool 70%. De
seguida ficaram a hidratar em agua destilada por 5 minutos. Apds este processo, ficaram a
corar em Hematoxilina de ‘Harris’ por 3 minutos e meio, lavou-se as laminas em agua corrente
e fez-se uma passagem de 3 segundos em &cido cloridrico (HCI) a 0,25% soluc¢édo alcodlica.
Posteriormente, permaneceram a azular em agua corrente durante 2 minutos. As laminas
ficaram mais 1 minuto em alcool 70% e foram coradas com Eosina Y alcodlica durante 3
minutos. Primeiramente, fez-se 20 passagens em alcool 95%, 20 passagens em alcool 100%
e permaneceram no xilol por 5 minutos e noutro xilol por mais 15 minutos. Por fim, as laminas
foram montadas com lamelas de vidro.

ApOGs estarem secas, foram visualizadas no microscopio 6tico para confirmar se

estavam livres de metastases.

2.2. Protocolo da técnica de imunohistoquimica com os anticorpos de
marcacao epitelial AEL/AE3
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Apbs a colocacédo dos cortes nas laminas de vidro adesivadas, estas foram colocadas
na estufa a 37°C por cerca de 12 horas. Posteriomente, as mesmas passaram pelo processo
de desparafinagdo. Permaneceram 15 minutos no xilol, de seguida 20 passagens em é&lcool
100%, 20 passagens em alcool 90%, 20 passagens em alcool 70% e, por ultimo, foram
passadas em agua corrente por 1 minuto. De seguida, foram coladas numa estufa a 94°C
com citrato pH 6 por 10 minutos para a recuperacdo antigénica. Foram arrefecidas a
temperatura ambiente e colocadas em agua para hidratar. Com a caneta hidrofébica
sublinhou-se as amostras de tecido na lamina. Estas foram colocadas numa camara
humidificada e foi aplicado o ‘Peroxidase Block’ da 'Cell Marque®' (peréxido de hidrogénio)
por 10 minutos com a camara fechada. Posteriormente, foram lavadas com agua destilada.
Foi aplicado o anticorpo primario AE1/AE3 da 'Cell Marque®' - 1:400 (anticorpo: diluente, ul)
por 30 minutos com a camara fechada. De seguida, foram lavadas com agua destilada e
lavadas 3 vezes com a solugéo tampéo PBS 1.20., cada lavagem com a duracdo de 5 minutos
e entre cada uma delas, as laminas foram lavadas com agua destilada.

Posteriormente, foi aplicado o ‘amplifier - HiDef Detection’ da 'Cell Marque®' por 10
minutos e lavadas 3 vezes com o PBS 1.20, efetuadas como foi referido anteriormente. De
seguida, foi aplicado o anticorpo secundario, o ‘polymer - HiDef Detection’ da 'Cell Marque®',
por 10 minutos e lavadas outra vez 3 vezes com PBS 1.20. Foi aplicado uma gota de DAB da
'Cell Marque®' diluida em 1 ml de diluente de DAB por cerca de 7 minutos. As laminas foram
escorridas para um papel com lixivia, para limpar melhor o produto cancerigeno, e lavadas
em agua corrente por 1 minuto. Foi aplicado o corante hematoxilina de ‘Mayers’ por 1 minuto
e foram lavadas com agua destilada. Estas foram lavadas com PBS 1.20 por 1 minuto e com
agua destilada.

Procedeu-se a desidratacdo com 20 passagens em alcool 70%, 20 passagens em
alcool 90%, 20 passagens em alcool 100% e por fim, 20 passagens no xilol. Para concluir
este processo, as laminas foram montadas com lamelas de vidro.

Apbs estarem secas, foram visualizadas no microscopio 6tico para detetar a possivel

marcacao de metastases.
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2.3. Digitalizacédo e visualizacao das laminas

As laminas que apresentavam marcacgao e que tinham metastases na histopatologia
com coloracdo HE, foram digitalizadas com ‘NanoZoomer-SQ Digital slide scanner
(Hamamatsu Photonics). Foi efetuada a medicdo das metastases pelo seu eixo maior com o

auxilio de uma régua, através deste mesmo programa.

2.4. Classificacdo das metastases nos linfonodos regionais quanto ao

seu diametro

As metastases nos linfonodos, foram divididas consoante o seu diametro e
classificadas de acordo com ‘American Joint Committee on Cancer (Amin et al., 2016).

As que apresentavam um didmetro superior a 2 mm foram consideradas como
macrometastases, as que apresentavam um diametro compreendido entre 0,2 mm a 2 mm
foram consideradas como micrometastases e com didmetro inferior a 0,2 mm foram

consideradas como CTI (Amin et al., 2016).

3. Analise estatistica

Para a execucao da analise foi utilizado o ‘software R’, com os pacotes ‘ggplot2’ para
a visualizacao e ‘dplyr’ para a producéo de tabelas.

Em excepcédo a idade (varidvel continua), as restantes variaveis foram analisadas por
meio de tabelas de contingéncia. Para determinar a associacdo ou a independéncia destas
variaveis entre si, e sempre que as categorias dessas varidveis tivessem representacao
relevante, foi utilizado o Teste Exacto de ‘Fisher’, com o valor de rejeicdo de Ho (Hipotese
nula) de 0.05. Em relacdo a idade, realizou-se um teste ndo paramétrico, o Teste de
‘Wilcoxon’, com o mesmo valor de rejeicdo de Ho de 0.05.

Foi também calculada a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo, o
valor preditivo negativo e o valor global do teste da técnica da imunohistoquimica

comparativamente a técnica de histopatologia com coloracdo HE (o método ‘gold-standart’).
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V. Resultados

1. Anéalise descritiva

1.1. Idade, sexo e raca

No total foram analisados 100 casos de carcinomas mamarios em gatos e 125
linfonodos.

A média de idades obtida neste estudo foi de 11 anos (3 a 17 anos). Em relacdo ao
sexo dos gatos havia apenas 1% (1/100) de machos e 99% (99/100) de fémeas.

Quanto a distribuicdo dos casos por raca, a maior parte dos gatos eram Europeus
Comuns, correspondentes a 90% (90/100). Os gatos Persa correspondiam a 5% (5/100), os
gatos cruzados de Siamés correspondiam a 2% (2/100) e os gatos da raca Siamés, ‘Sphynx’

e Bosques da Noruega correspondiam cada um a 1% dos casos (1/100).

1.2. Glandulas mamaéarias afetadas

Em relacdo as glandulas mamarias afetadas, 13% (13/100) dos casos correspondiam
a nodulos nas glandulas mamérias M1 ou entre M1 e M2, 78% (78/100) dos casos
correspondiam a nddulos nas glandulas mamérias M2, M3, M4 ou M5 e 9% (9/100) eram

casos sem informacao (Tabela 1.).

1.3. Tipos histolégicos de carcinomas mamarios

Quanto aos tipos histolégicos de carcinomas mamarios presentes neste estudo, 0s
carcinomas mamarios simples tubulopapilares correspondiam a 49% dos casos (49/100), os
carcinomas mamarios simples solidos a 20% (20/100), os carcinomas mamarios simples
tubulares a 18% (18/100), os carcinomas mamarios papilares intraductais a 7% (7/100), os
carcinomas mamarios do tipo ductais a 2% (2/100), os comedocarcinomas a 2% (2/100) e os

carcinomas mamarios adenoscamosos a 2% (2/100) (Tabela 1.).
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1.4. Embolizacéao linfatica

Quanto aos casos com embolizacgéao linfatica presente no tumor, 80% (80/100) destes
nao apresentavam embolizacao linfatica, sendo que os restantes 20% (20/100) apresentavam
esta condicdo. Somente, os carcinomas mamarios de grau histologico 2 e 3, apresentavam

embolizacdo linfatica (Tabela 1.).

1.5. Grau histoldégico dos carcinomas mamarios

Em relac@o ao grau histolégico dos carcinomas mamarios, 26% (26/100) dos casos
eram de grau 1, 56% (56/100) eram de grau 2 e 18% (18/100) dos casos eram de grau 3
(Tabela 1.).

1.6. Distribuicdo dos linfonodos avaliados

No que diz respeito aos linfonodos avaliados, 90% (113/125) eram linfonodos
inguinais, 6% (8/125) eram linfonodos axilares e 3% (4/125) eram linfonodos nao identificados.

Existiram 25 casos com mais de 1 linfonodo enviado e houve um caso que
apresentava um linfondo axilar e um linfonodo inguinal.

N&o existiram casos com mais de um linfonodo metastizado.

1.7. Linfonodos metastizados e classificacdo das metastases

Através da técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3 foram
identificados 9% (11/125) de linfonodos metastizados.

Em relacdo a classificacdo das metastases presentes nos linfonodos metastizados
consoante o didmetro, 73% (8/11) eram micrometastases e 27% (3/11) eram
macrometastases. Nao houve um dnico caso em que tivessem sido detetadas somente
células tumorais isoladas.

Referente aos linfonodos metastizados, 27% (3/11) tinham sido reseccionados.
Relativamente a este grupo de linfonodos 2 apresentavam micrometastases e 1 apresentava

macrometastase.
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Em 55% (6/11) dos linfonodos metastizados, foram identificadas metastases através
de ambas as técnicas de diagnostico, sendo que metade eram micrometastases e metade
eram macrometastases.

Porém, 45% (5/11) dos linfonodos metastizados foram somente identificados através
da técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3. Estes linfonodos apresentaram
micrometastases, sendo classificados como linfonodos com micrometastases ocultas (Figura
1.)

1.8. Gatos com linfonodos metastizados

O numero de casos com linfonodos metastizados diagnosticados através da técnica
de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3, foi de 11% (11/100) (Tabela 1.).

Tabela 1.: Distribuicdo dos casos Ausentes de Metastases, com Macrometéstases e com
Micrometastases, e a sua correspondente distribuicdo de acordo com o Tipo Histoldgico,
Grau, Embolizacao Linfatica e Glandula Mamaria. Original da autora.

_ Auséncia
Carcinoma )
_ o de Macrometastases Micrometastases
Variavel mamario-Tipo .
o Metastases (n=3) (n=8)
Histoldgico
(n=89)
Simples Tubular 16 (17.98) 0 (0) 2 (25)
Simples
_ 43 (48.31) 2 (66.67) 4 (50)
Tubulopapilar
Carcinoma
Mamario Papilar Intraductal 7 (7.87) 0 (0) 0 (0)
Ductal 2 (2.25) 0 (0) 0 (0)
Solido 17 (19.1) 1(33.33) 2 (25)
Comedocarcinoma 2 (2.25) 0 (0) 0 (0)
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_ Auséncia
Carcinoma i ) .
y o de Macrometastases Micrometastases
Variavel mamario-Tipo i
o Metastases (n=3) (n=8)
Histoldgico
(n=89)
Adenoscamoso 2 (2.25) 0 (0) 0 (0)
1 25 (28.09) 0 (0) 1(12.5)
Grau 2 47 (52.81) 3 (100) 6 (75)
3 17 (19.1) 0 (0) 1(12.5)
Embolizac&o Ausente 73 (82.02) 1(33.33) 6 (75)
Linfatica Presente 16 (17.98) 2 (66.67) 2 (25)
M1 e entre M1 e
12 (13.48) 1(33.33) 0 (0)
M2
Glandula
Maméaria M2, M3, M4 e M5 69 (77.53) 2 (66.67) 7 (87.5)
Sem informagé&o 8 (8.99) 0 (0) 1(12.5)
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A
Figura 1. - a., b. e c.: Fotografias de laminas digitalizadas de linfonodos inguinais com

micrometastases coradas através da técnica de imunohistoquimica AE1/AE3, objetiva
(x10). Original da autora. d: Fotografia de lamina digitalizada de linfonodo inguinal com
micrometastase corada através da técnica de imunohistoquimica AE1/AE3, objetiva

(x20). Original da autora.
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2. Andlise descritiva dos casos com linfonodos metastizados

2.1. Idade, sexo e raca

A maior parte dos casos com linfonodos metastizados eram de fémas 91% (10/11) e
apenas 9% (1/11) eram machos. Todos os casos com linfonodos metastizados pertenciam a

gatos da raga Europeu Comum (11/11).

2.2. Glandulas mamaéarias afetadas

Cerca de 9% (1/11) dos casos positivos pertenciam ao grupo de nédulos nas
glandulas mamarias M1 ou entre M1 e M2, 82% (9/11) dos casos positivos pertenciam ao
grupo de nddulos nas glandulas mamarias M2, M3, M4 ou M5 e 9% (1/11) ndo apresentavam
informacéo (Tabela 1.). Observa-se um numero maior de casos positivos pertencentes a

nodulos nas glandulas mamarias M2, M3, M4 ou M5.

2.3. Tipos histolégicos de carcinomas mamarios

Quanto ao tipo de carcinomas mamarios pertencentes a casos com linfonodos
metastizados, 55% (6/11) dos casos com linfonodos metastizados pertenciam a carcinomas
mamarios simples tubulopapilar, 27% (3/11) pertenciam a carcinomas mamarios simples
solidos e 18% (2/11) pertenciam a carcinomas mamarios simples tubulares (Tabela 1).

Em relacdo a analise estatistica destas variaveis, devido a existéncia de muitas

categorias com um numero total de amostra reduzido, ndo se obteve qualquer resultado.
2.4. Embolizacéo linfatica
Referente a presenca ou auséncia de émbolos linfaticos, 64% (7/11) dos casos com

linfonodos metastizados ndo apresentavam emboliza¢do linfatica e os restantes 36% (4/11)

apresentavam embolizacdo linfatica (Tabela 1).
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2.5. Grau histoldégico dos carcinomas mamarios

Apenas 9% (1/11) dos casos com linfonodos metastizados eram micrometastases
provenientes de carcinomas mamarios de grau 1, 55% (6/11) eram micrometistases com
origem em carcinomas mamarios de grau 2 e 9% (1/11) eram micrometastases de carcinomas
mamarios de grau 3.

Cerca de 27% (3/11) dos casos com linfonodos metastizados eram macrometastases
oriundas de carcinomas mamarios de grau 2, ndo existindo casos com macrometastases em

linfonodos de carcinomas mamarios de graus 1 e 3.

2.6. Distribuicao dos linfonodos metastizados

Apenas 18% (2/11) dos casos com linfonodos axilares metastizados provinham de
nodulos nas glandulas mamarias M2, M3, M4 ou M5. N&o houve um Unico caso de linfonodos
axilares metastizados provenientes de nédulos nas glandulas mamarias M1 ou entre M1 e
M2.

Cerca de 9% (1/11) dos casos com linfonodos inguinais metastizados provinham
nodulos nas glandulas mamarias M1 ou entre M1 e M2. Paralelamente, 64% (7/11) dos casos
com linfonodos inguinais metastizados estavam acompanhados de nédulos nas glandulas
mamarias M2, M3, M4 ou M5. Um dos casos com linfonodo inguinal metastizado nao

apresentava informacdes a cerca da glandula maméria, o que corresponde a 9% (1/11).

3. Avaliacéo da técnica de imunohistoquimica comparativamente a

técnica de histopatologia com coloracdo HE

3.1. Valor preditivo positivo
O valor preditivo positivo da técnica de imunohistoquimica em comparacao a técnica

de histopatologia com coloracdo HE foi de 55%. Isto é, a probabilidade da técnica de

imunohistoquimica dar positiva quando o resultado € positivo, é de 55%.
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3.2. Valor preditivo negativo

O valor preditivo negativo da técnica de imunohistoquimica relativamente a técnica
de histopatologia com coloracdo HE foi de 100%. Logo, a probabilidade da técnica de

imunohistoquimica dar negativa quando o resultado é negativo, € de 100%.

3.3. Sensibilidade

A sensibilidade da técnica de imunohistoquimica comparativamente a técnica de
histopatologia com coloragdo HE foi de 100%. A capacidade da técnica de imunohistoquimica

identificar como positivos, 0s casos realmente positivos, € de 100%.
3.4. Especificidade

A especificidade da técnica da imunohistoquimica relativamente a técnica de
histopatologia com coloracao HE foi de 95%. A capacidade de a técnica de imunohistoquimica
identificar como negativos, 0s casos realmente negativos, € de 95%.
3.5. Valor global do teste

O valor global do teste da técnica de imunohistoquimica em relacéo a técnica de

histopatologia com coloracdo HE foi de 95%. Sempre que o resultado der positivou ou

negativo, a probabilidade de o resultado estar correto é de 95%.
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V. Discussao

1. Discussao dos casos:

1.1. Idade, sexo e racga:

Este estudo foi realizado numa populacdo de gatos que apresenta um viés, pois
apenas foram escolhidos gatos com carcinomas mamarios com linfonodos ndo metastizados
no exame histopatoldgico, excluindo todos os outros, pelo que a interpretac¢édo dos resultados
relativamente a sua populacdo deve ser vista com cuidado.

Relativamente as idades dos gatos, a idade média (11 anos) obtida foi ao encontro
do que é referido na literatura. O tumor mamario em gatos é normalmente diagnosticado entre
0s 10 e 0s 12 anos de idade. (Dorn et al., 1968b; Hayden & Nielsen, 1971; Weyer et al., 1972;
Hayes & Mooney, 1985; Misdorp et al., 1991; Kessler & von Bomhard, 1997; Johnston et al.,
2001; Lana et al., 2006; Kustritz, 2007).

E defendido por diversos autores que os gatos de raga Siamesa tém uma idade
média de diagnéstico de 9 anos, sendo mais precoce do que nas restantes racas. Por este
motivo, pensa-se que existe uma predisposi¢cio genética nesta raca (Hayes & Mooney, 1985;
Ito et al., 1996). Porém, devido a reduzida percentagem de gatos com esta raca, nao foi
possivel confirmar essa conclusao.

A respeito dos resultados obtidos no sexo dos gatos, existiu claramente uma maioria
significativa de casos em gatas (99%) e apenas 1 caso em gatos, o que foi ao encontro do
gue esta descrito na literatura. Os tumores mamarios em gatas ocorrem com muito mais
frequéncia que os tumores mamarios em gatos e apenas cerca de 1 a 5 % dos tumores
mamarias em gatos sdo em machos (Hayes et al.,1981; Weijer & Hart, 1983; Skorupski et al.,
2005; Goldschmidt et al., 2017).

Quanto araga, esté descrito que gatos de raca Siamesa e os gatos Europeu Comum
apresentam maiores taxas de prevaléncia (Hayes et al.,1981; Ito et al., 1996). A raca Europeu
Comum tera sido a mais frequente com uma totalidade de 90% dos casos, tal como é descrito
na literatura. Por outro lado, néo foi possivel efetuar uma conclusao valida referente a gatos

de raca Siamesa, uma vez que existiu apenas 1 caso.
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1.2. Glandulas mamaéarias afetadas:

A maior parte dos casos correspondiam a nédulos nas glandulas mamérias M2, M3,
M4 ou M5. Uma possivel explicac@o pode dever-se ao fato de apenas estarmos a incluir gatos
aos quais foram extirpados tumores com o respetivo linfonodo. Sabendo que o linfonodo axilar
€ de mais dificil acesso e nem sempre é extirpado e que os ndédulos em M1 normalmente
metastizam para este linfonodo, estes nédulos podem estar subrepresentados nesta
populacao.

N&o obstante, o risco de desenvolvimento de tumores mamarios em gatos € igual em
gualquer glandula mamaria (Anderson & Jarrett, 1966; Hayden & Neilson, 1971; Hayes, 1977,
Weijer & Hart, 1983; Lana et al., 2006).

1.3. Tipos histol6égicos de carcinomas mamarios:

Em relacdo aos tipos de carcinomas mamdarios, 0 mais comum foi o carcinoma
mamario do tipo simples tubulopapilar. De seguida o carcinoma mamario sélido e o carcinoma
mamario do tipo simples tubular.

Este resultados foram semelhantes ao que € afirmado na literatura. Diversos autores
defendem que os tipos de neoplasias mamarias malignas em gatos mais frequentes sdo os
carcinomas mamarios epitelias do tipo simples, como os carcinomas mamarios do tipo tubular
e 0s carcinomas mamarios do tipo tubulopapilar. De seguida surgem, o carcinoma mamario
micropapilar invasivo e o comedocarcinoma mamario. Com menor frequéncia registam-se, o
carcinoma mamario de células escamosas, 0 carcinoma mamario mucinoso e o carcinoma
mamario rico em lipidos (Hayden et al., 1989; Castagnaro et al., 1998; Misdorp et al., 1999;
Perez-Alenza et al., 2004; Kamstock et al., 2005; Lana et al., 2006; Sarli et al., 2006; Seixas
et al., 2007; Matsuda et al., 2008; Seixas et al., 2008; Rasotto et al., 2010; Zappulli et al.,
2019).

N&o houve um Unico caso de carcinoma mamario anaplasico e carcinoma mamario
rico em lipidos, o que foi ao encontro do que € descrito na literatura, pois estes carcinomas
mamarios sao extremamente raros em gatos (Della et al., 1993; Kamstock et al., 2005;
Goldschmidt et al., 2017; Zappulli et al., 2019).

Outra possivel explicacdo para ndo se encontrar nesta populagdo carcinomas

anaplasicos pode dever-se ao fato de serem por norma tumores muito agressivos e que
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rapidamente metastizam e por isso terem sido a priori eliminados segundo os critérios de

exclusao deste estudo.

1.4. Embolizacéo linfatica:

A maioria dos casos, 80% (80/100), ndo apresentava embolizacéo linfatica presente
no tumor. No entanto, somente carcinomas mamarios de grau histolégico 2 e 3, apresentavam
embolizacdo linfatica.

Apesar dos casos escolhidos apresentarem linfonodos ndo metastizados, 20% dos
casos apresentavam embolizacdo linfatica no tumor. Estes casos, eventualmente, iriam
apresentar metastases nos linfonodos regionais por possuirem células neoplasicas em
circulacéo.

Como ja foi referido anteriormente, os carcinomas mamarios apresentam um
comportamento biolégico bastante agressivo e, geralmente, apresentam um grau histolégico
de Il ou lll (Zappulli et al., 2008).

1.5. Grau histologico dos carcinomas mamarios:

A maioria dos casos apresentavam carcinomas mamarios de grau 2, que
correspondiam a 56% (56/100).

A taxa de malignidade dos tumores mamarios em gatos corresponde a cerca de 85%,
0 que significa que estes tumores apresentam um comportamento biol6gico bastante
agressivo (Hayes et al., 1981; Bostock, 1986; Carpenter et al., 1987; Rutteman et al., 2001).

No entanto, devido a pré-selecao dos casos nao foi possivel chegar a uma concluséo
plausivel, pois a maioria dos carcinomas com grau histolégico lll ja tinham sido diagnosticados

com linfonodos metastizados e, por este motivo, foram excluidos do estudo.
1.6. Distribuicédo dos linfonodos avaliados:
A maioria dos linfonodos analisados eram inguinais (90%). Como referido

anteriormente, o linfonodo axilar € de mais dificil acesso e nem sempre € extirpado o que

pode ter influenciado os resultados.
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Segundo, De Araujo e seus colegas, em 2015, o baixo nimero de linfonodos axilares
retirados cirurgicamente (6%) de caes, pode estar relacionado com a menor frequéncia de
neoplasias mamarias toracicas.

Contudo, o risco de desenvolvimento de tumores mamarios em gatos € igual em
qualquer glandula mamaria (Anderson & Jarrett, 1966; Hayden & Neilson, 1971; Hayes, 1977;
Weijer & Hart, 1983; Lana et al., 2006).

2. Casos com linfonodos metastizados:

2.1. Casos com linfonodos metastizados identificados através da

técnica de imunohistoquimica:

Através da técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3, foram
identificados 9% (11/125) de linfonodos metastizados, em que 73% (8/11) eram
micrometastases e 27% (3/11) eram macrometastases. O numero de casos diagnosticados
com linfonodos metastizados através da técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1
e AE3 foi de 11% (11/100).

No entanto, 45% (5/11) dos linfonodos metastizados foram apenas identificados
através da técnica de imunohistoquimica. Sendo classificados como linfonodos com
micrometastases ocultas. Ou seja, 5% (5/100) da totalidade dos casos foram diagnosticados
com micrometastases ocultas através da técnica de imunohistoquimica.

De acordo com estudos realizados em cadelas com tumores mamarios, onde foram
utilizadas ambas as técnicas de diagnéstico de metastases em linfonodos regionais, detetou-
se um aumento de 7% de casos com micrometastases em linfonodos. Estes linfonodos tinham
sido diagnosticados como livres de metastases por meio da técnica de histopatologia com
coloracdo HE (Coelho, 2014, p.31-42).

Outro estudo semelhante realizado com 78 linfonodos regionais de cadelas, em que
se utilizaram as mesmas técnicas de diagndstico de metastases em linfonodos concluiu que,
através da técnica imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3 houve um aumento de 3
% de linfonodos com macrometéstases e micrometastases (Coleto, 2017, p.37-41).

Um estudo idéntico aos anteriores também executado em linfonodos de cadelas,
realizado por Matos e seus colegas (2006), detetou 9% de micrometastases ocultas em

linfonodos regionais através da mesma técnica citada anteriomente.
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Em suma, os resultados obtidos nestes trés estudos vao ao encontro do que foi obtido
no presente estudo, o que suporta a ideia de que a imunohistoquimica é uma técnica de
diagnéstico fundamental na identificacdo de micrometastases em linfonodos regionais de

tumores mamarios.

2.2. Casos com linfonodos metastizados identificados por ambas as

técnicas — Hipoteses:

Relativamente aos casos com linfonodos metastizados identificados por ambas as
técnicas, existem algumas hipoteses que podem justificar este acontecimento. Uma delas é a
possivel auséncia de metastases nos cortes efetuados anteriomente. Além desta, também
existe a possibilidade de ter existido um erro associado ao diagnéstico vigente. Finalmente,
surge também a hipbtese das metastases identificadas nos linfonodos poderem ter criado
uma baixa alteracdo morfolégica nestes érgdos. Como estas foram marcadas através da
imunohistoquimica, conseguimos identificar a sua localizacdo e observar na lamina de
histopatologia com coloracédo HE.

As reduzidas dimensdes das micrometastases podem explicar o resultado obtido.
Este fendmeno deve-se a elevada densidade celular do parénquima linfoide (Miyake et al.,
2001). Por estarazéo, a detecao de micrometastases necessita de um método de diagndstico
auxiliar que seja significativamente mais sensivel que a histopatologia com coloragdo com
HE, como é o caso das imunohistoquimicas (Miyake et al., 2001; Hansen et al., 2009;

Amezaga et al., 2010).

2.3. Grau histolégico dos carcinomas mamarios:

Os carcinomas mamarios de grau 2 apresentaram uma maior percentagem de
linfonodos metastizados 16% (9/56). Segundo o estudo realizado em cadelas por Coelho, em
2014, houve um paralelismo entre a graduacado histoldgica e a frequéncia de metastases.
Sendo que os carcinomas de grau 3 apresentaram 100% dos casos com metastases e o grau
2, somente 18%.

No entanto, ndo foi possivel chegar a uma concluséo devido a pré-sele¢édo realizada
do presente estudo, pois foram retirados os casos diagnosticados com linfonodos

metastizados.
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3. Avaliacdo da técnica de imunohistoquimica comparativamente a

técnica de histopatologia com coloracao HE:

Tanto a sensibilidade como o valor preditivo negativo da técnica de
imunohistoquimica comparativamente ao método convencional neste estudo foram de 100%.
Um estudo semelhante apresentou um aumento de 7% de micrometastases ocultas através
da técnica de imunohistoquimica, tendo revelado uma sensibilidade de 70% e um valor
preditivo negativo de 93% (Coelho, 2014, 31-36).

Os valores calculados neste estudo foram semelhantes aos registados no estudo
referido anteriomente.

Estes demostraram a eficacia e a sensibilidade da técnica de imunohistoquimica com
0s anticorpos AE1/AE3 na identificacdo de metédstases em linfonodos regionais.

Este estudo comprovou que a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos
AE1/AE3 é o método de diagndstico mais sensivel de micrometastases ocultas em linfonodos.

Devido ao caracter retrospectivo deste estudo, surgiram limitagées, sendo uma delas

a natureza dos gatos do estudo.
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VI. Conclusao

A técnica de imunohistoquimica com os anticorpos AE1/AE3 demonstrou ser
fundamental na pesquisa de micrometastases ocultas em linfonodos regionais de cadeias
mamarias de gatos com carcinomas mamarios.

Este estudo corroborou, a informacdo anteriomente referida, na medida em que
demonstra que a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos em estudo, é o método
mais sensivel de diagndstico de micrometastases ocultas em linfonodos. A base deste estudo
reforca a importancia do diagndstico e permite aperfeicoar o estadiamento clinico e

prognéstico de gatos com carcinomas mamarios.
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Introdugéo

Os tumores mamarios em gatos s&o a terceira neoplasia mais comum nesta espécie, sendo a maioria carcinomas mamarios do tipo simples (1). A

taxa de dos tumores ios é de 85%, sendo a em li pulmbes e, menos frequentemente,
figado e pleura (2). Os li regionais um papel para o ico do animal (3). Devido a elevada densidade
celular dos linfonodos, por vezes, as ndo sdo pelo método i de (4). A técnica de

imunohistoquimica & muito utilizada em Medicina Humana e €, cada vez mais, utilizada como uma técnica de diagnéstico auxiliar em Medicina
Veterinaria.

| 2
Objetivos

Este estudo tem como finalidade averiguar se o uso da técnica de
imunohistoquimica em gatos € um método benéfico e eficaz para a deteao

3
Materiais e Métodos

Este estudo retrospetivo foi realizado com 100 casos de carcinomas

‘mamérios em gatos e 125 jionais,

e graduados através da técnica de histopatologia com a coloragio HE

(Hematoxilina-Eosina).

Foram realizadas duas técnicas para a identificacio de metastases nos

linfonodos, a técnica de histopatologia com coloragdo HE e a técnica de
com os anti- 1e3 (AEle

AE3). As foram em (>2 mm),

em micrometéstases (0.2-2 mm) e em células tumorais isoladas (< 0.2 mm),

de acordo com “American Joint Committee on Cancer’ (AJCC). Foi

d

pan

4 Resultados 5

Concluséo

Através da técnica de imunohistoquimica foram identificadas metastases

em 8,8% (11/125) dos linfonodos. No entanto, 54,54% (6/11) das
identificad: b técnicas. Em

relagao aos linfonodos metastizados, 72,73% (8/11) eram micrometéstases

e 27,27% (3/11) eram macrometastases.

A técnica de

A técnica de com 0s AE1 e AE3 demonstrou
ser fundamental na detecio de micrometastases ocultas em linfonodos

de cadeias e nalos

Este estudo comprovou que a técnica de imunohistoquimica com os
anticorpos AE1 e AE3 é o método de diagndstico mais sensivel de

com os AE1 e AE3 identificou L
nmicrometastases ocultas em 5% (5/100) dos casos (Figura 1,2, 3e 4).
A de foi de 100%.
(Eds). Ed.
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Figura 2. : Poster Cientifico de Medicina Veterinaria selecionado para
apresentacdo com o tema alvo da dissertacado, tendo figurado nos dez
primeiros lugares do Congresso Internacional Veterinario Montenegro.

Original da autora.
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