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O estudo dos tumores mamarios em cadelas revela-se um excelente modelo para a investigacao clinico-
patoldgica, diagndstica e progndstica de neoplasias mamarias que acometem a espécie humana. Fatores
relacionados com aincidéncia de tumores mamarios estao sendo revistos. Assim buscou-se verificar o que
ha de consolidado em relagéo aos fatores progndsti cos nas espécies humana e canina, e quais os marcadores
gue, embora ainda ndo sgjam considerados como indispenséveis para a determinacéo do progndstico da
doenca, oferecem informagao Util na predi¢éo da respostaindividual aum determinado tipo de tratamento.
Esta revisdo demonstra que a utilizagdo de marcadores imuno-histoquimicos pode contribuir para um
progndstico tumoral mais criterioso, deixando-se de lado a classificagéo tumoral complexa e inconclusiva,
como Uni ca resposta na busca de uma melhor e maior sobrevida ao paciente com cancer.

Resumo

Palavras-chave NeoplasiasMamarias, NeoplasiasMaméariasAnimais; Marcadores Biol gicos de Tumor; Imuno-histoquimica.

Abstract  Theinvestigation of the mammary tumorsin female dogs has shown to be an excellent model for diagnostic,
clinic-pathologic, and prognostic search for mammary neoplasiasin human beings. Factorsrelated with the
mammary tumors incidence have been reviewed. Therefore, it has been surveyed what really exist about
prognostic factors in human and canine species, and which markers that offer useful information about
individual response to a particular treatment, although it does not have been considered indispensable for
determination of disease prognosis. The use of those antibodies as a panel of markers may contribute for a
more accurate tumoral prognosis, allowing us to go farther than the use of a non definitive and complex
tumoral classification as the sole answer in the search of a better and longer life for the patient suffering
mammary neoplasia
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Introducéo bioquimicos*. Sabe-se que em humanos um grande niimero de

Tumores mamarios em caes prestam-se como model 0s apro-
priados, e vélidos, ao estudo da biologia do cancer !, assim
como para testes de agentes terapéuticos, ja que animais de
estimacdo tém tumores com apresentacdo histopatoldgica e
comportamento bioldgico similares aqueles que acometem os
seres humanos 2. Além disso, os tumores de mama em cadelas
constituem um desafio para clinicos e, principalmente, para
patologistas, j4 que a nomenclatura e classificacdo desses
tumores tém se revelado muito dificeis e controversas®.

Tumores mamarios caninos e humanos compartilham
importantes fatores epidemiol 6gicos, clinicopatoldgicos e

fatoreséindicador do progndstico do cancer demama, incluindo
tipo tumoral, tamanho e classificagdo, além de comprometimento
ou ndo do tecido linfoide adjacente. Esses fatores podem ser
utilizados sozinhos ou em combinag&o para o estabelecimento
do progndstico e evolugdo do caso 5. Consideram-se fatores
prognosticos as caracteristicas clinicas, patol dgicas e biol dgicas
de pacientes com céncer e seus tumores, que prevéem o
resultado clinico, isto &, aprobabilidade darecidivadadoenca
ou sobrevivéncia do paciente, numasituagdo sem tratamento ©.
Fatores relacionados com a incidéncia de tumores mamarios
estdo ligados a idade avancada, cadelas nao castradas ou
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ovariectomizadas apds os dois anos de idade e tratamentos
anticoncepcionais aumentando o risco de desenvolvimento de
tumores mamarios em cadelas. Além disso, a obesidade na
infancia, dieta baseada em comida caseira estdo relacionadas
com maior ocorréncia destes tumores em cadel as; ainfluéncia
hormonal favorece o aparecimento de tumores mistos,
considerados hormonio-dependentes. Ainda, outros aspectos
estdo sendo analisados como: idade avangada no momento do
diagndstico, crescimento invasivo, maior tamanho tumoral,
ulceragdo dapele, envolvimento linfonodal axilar e/ou inguinal
7

Em cadelas, osmai oresfatores preditivos parametastase, como
comprometimento de linfonodo ou grau histol égico do tumor,
falharam em classificar ostumores mamérios de acordo com seu
comportamento clinico ®. Dessa forma, embora se trate de um
procedimento mais complexo, aavaliacgo da expresséo de um
ou mais imunomarcadores de prognostico apresenta-se como
umaferramentamaistil e conclusiva®.

Atua mente o estudo da expressao de marcadores prognosticos
e preditivos do cancer de mama na mulher, através da
metodol ogiade imuno-histoquimica, tém serevelado importante
ferramenta de trabalho na rotina diagnostica e de pesguisa®.
Ainda, 40 a50% das mulheres com cancer de mamav&o morrer
em consequiénciadadoenca®. Paratentar melhorar taisprevisdes
osoncol ogi stas geral mente preconizam terapi as adj uvantes apos
cirurgia inicial. Pesquisadores denominaram esse estudo de
predicdo da resposta ao tratamento adjuvante de estudo de
fatores preditivos®. Assim como em seres humanos, na
veterindria o papel do patologista na avaliagdo dos tumores
mamarios transcende aquele de simplesmente caracterizar
corretamente a histogénese das neoplasias. As informagdes
como expressdo de receptores hormonais ou mesmo
caracteristicas proliferativas do tumor sdo, sem divida,
definitivas na escolha de um esquema terapéutico correto 2.
Na medida em que avanca a deteccdo mais precoce dos
carcinomas mamarios e melhoram ostratamentos paraadoenga,
abusca por uma determinag&o acurada do progndstico de cada
paciente tem se tornado ainda mais importante. Trabalhos
discutindo fatores progndsticos classicos ou novos abundam
na literatura, freqiientemente com resultados conflitantes,
deixando o cenério confuso para quem precisa tomar decisdes
diagndsticas e terapéuticas. Na auséncia de conceitos
universalmente aceitos sobre esta questéo, eis que se torna
necessario buscar outros fatores que possam predizer de forma
mais acurada o progndstico dos carcinomas da mama, e neste
sentido tém sido empregados val orosos esforgos.

Os (potenciais) fatores progndsticos para mulheres podem ser
agrupados em 4 geracOes. Na primeira geragéo, estariam o0s
fatores classicos, ja conhecidos como o estagio (TNM), o
subtipo histoldgico e a idade da paciente. A segunda geragao
inclui marcadores de reconhecidavalidade, como os receptores
de estrégeno e progesterona, patologia quantitativa, também
chamada de estereologia ou morfometria, que possibilita
guantificar estruturas morfoldgicas além de marcadores de
proliferacéo celular. Em relagdo a patologia quantitativa, a
contagem de mitoses tem seu valor ja bem definido, tanto que

faz parte dacaracterizacdo dadiferenciacéo daslesdes. A ploidia
eamorfometriatém sido estudados, sem que setenhadefinido,
até agora, seu valor como fator independente de progndstico.
Na terceira geragéo estdo os marcadores genéticos, como
oncogenes (neu, myc, bcl2), genes mutados ou ndo expressos
(p53, rb), proteases (catepsinaD) entre outros. A quartageracéo
€ constituida pel os chamados preditores de metéstases 6rgéo-
especificas. Alguns estudos mostram que tumores que
expressam o paratormdénio ou possuem micrometastases na
medula 6ssea, mais freglientemente apresentam metastases
Osseas'.

Tendo como base asinformagBes descritas tanto paramulheres
como para cadel as este trabal ho teve como objetivo verificar o
gue ha de consolidado em relacéo aos fatores progndsticos e
quais os imunomarcadores que oferecem informagdo Gtil no
sentido ndo s6 progndstico, como também na predicdo da
respostaindividual aum determinado tipo de tratamento.

M ar cador esprognésticosepreditivos

Um marcador progndstico pode ser definido como qualquer
marcador capaz de, no momento do diagndstico (ou cirurgia) da
neoplasia, fornecer informacfes a respeito da sua evolugdo
clinica. Para tal, este marcador deve estar relacionado a
determinadas caracteristicas biolégicas envolvidas na
transformag&o celular neoplasica, no crescimento tumoral ou
Nno processo da cascata metastatica. Este mesmo marcador
podera ser considerado como preditivo, quando fornecer
informacdes Uteis na selecdo de pacientes susceptiveis a
determinada terapéutica especifica. O prot6tipo do marcador
preditivo sdo osreceptores hormonai s que mediam arespostaa
terapéutica hormonal adjuvante 2.

As caracteristicas histopatol 6gicas da lesdo também revelam
diferentes tipos de comportamento biolégico. Assim, alguns
dos tumores mamérios de mulheres chamados “de tipo
histol6gico especial”, como os carcinomas tubulares, por
exemplo, tem um comportamento menos agressivo do que 0s
carcinomas “de tipo histol 6gico néo especial”. Mesmo dentre
as lesbes de tipo histolégico ndo especial, a diferenciacéo
(formacgdo de tubulos, grau nuclear e contagem de mitoses)
permite classifica-las em lesdes de alto grau, de grau
intermediério e de baixo grau .

Este tipo de estratificagdo, no entanto, ndo é suficientemente
especifica. A variabilidade do comportamento biol 6gico delesBes
do mesmo tipo dentro do mesmo estagio é bem conhecida
Estudos importantes ja mostravam que carcinomas do mesmo
tipo e no mesmo estégio podem ter uma sobrevida de alguns
meses aalgumas décadas. O indice Progndstico de Nottingham
éum exemplo dastentativas de se predizer o comportamento da
lesdo. Tal indice é baseado no tamanho da leséo, no estégio
axilar 1) todos os linfonodos livres; 2) metéstase em até 3
linfonodos; 3) 4 ou mais linfonodos ou envolvimento de
linfonodo apical e no grau histolégico (de 1 a 3, baseado na
formagao de tlbul os, aspecto nuclear e quantidade de mitoses).
E calculado pela formula = tamanho da lesio em cm X 0,2 +
estagio nodal + grau histoldgico. Alguns autores consideram
este indice como a Unicaferramenta poderosa e independente
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parapredizer prognostico de carcinomas mamérios ™.

Os fatores prognésticos mais utilizados para o carcinoma
mamério humano sdo principal mente os linfonodo-negativos,
aém do tamanho do tumor, o grau histol 6gico, o estadiamento
e 0 “status’ hormonal. Dentre os marcadores biolégicos, a
expressdo do p53 e c-erb-B2 esté relacionada com tumores de
ato risco, enquanto que a expressao de receptores hormonais
esta relacionada com tumores de baixo risco, baseados em
parametros clinico-patolégicos. Enquanto alguns trabalhos
concluem que nenhum desses marcadores biol6gicos
aparentementetem um val or progndstico independente 3, outros
demonstram que a positividade para receptores de estrogeno,
junto com outros fatores clinicos como tamanho do tumor e
“status’” menopausal tém valor em mulheres .

Poucos estudos tém medido a expressdo dos marcadores
biol6gicos no prognéstico dos tumores. Na medicina humana
sdo considerados marcadores progndsticos para cancer de
mama: receptores de estrégeno, receptores de progesterona,
P53, Ki-67 e c-erb-B2. Esses marcadores so utilizados narotina
pos-cirtrgicacomo fatores preditivos e/ou progndsticos °. Entre
outros marcadores bioldgicos em estudo como potenciais
marcadores prognésticos estéo o fator de proliferagdo celular
PCNAS!, marcadores de neoangiogénese !, avaliacdo de
apoptosetal como acaspase-3 ¢ e outros como acatepsinaD
eE-caderina®’.

Em um trabal ho realizado em 2000 em humanosforam avaliados
0s marcadores biolégicos mais comumente utilizados na
literatura, ou seja, P53, C-erb-B2, receptores de estrégeno e
progesterona 8. Este utiliza como parametros o tamanho do
tumor, o estadio e o grau histolégico. Quanto a conclusdo do
estudo obteve-se que, embora os marcadores biol 6gicos
tivessem tido correlacdo com os fatores clinico-patol 6gicos
como o grau histolégico, eles ndo tiveram valor progndstico
independente em relac&o a sobrevida das pacientes linfonodo-
negativos . Em cadelas, entretanto, chegou-se a conclusdo
gue nem a presenca de metéstases linfonodais seria um fator
prognostico dos tumores de mama caninos *°. Como jé citado,
poucos trabalhos encontrados na literatura avaliaram esses e
outros marcadores em tumores caninos.

A diversidade dosresultados dos estudos em relagcéo avalidade
do uso de marcadores biolégicos é consequiéncia de diversos
fatores, desde dificuldades inerentes ao uso da imuno-
histoquimica até a variabilidade de anticorpos utilizados e as
variacOes populacionais ©.

A imuno-histoquimicaeseusmar cador es

A técnica de imuno-histoquimicafoi iniciada com a marcagéo
dos anticorpos com enzimas, que se mostraram instrumentos
simples, versatei s e praticos para o diagndsti co histopatol égico.
Assim, atécnicadeimuno-histoquimicase baseianacapacidade
que tém os anticorpos especificos de se ligarem a antigenos
correspondentes. A reagdo de ligagdo ndo é visivel a menos
que o anticorpo esteja marcado com uma substéancia que
absorvaou emitaluz e que, assim, produzaum contraste ou cor.
O complexo enzima-anticorpo é capaz de se ligar ao antigeno
especifico no tecido e alterar a cor do cromogénio apropriado.

A peroxidase e afosfatase al calina séo as enzimas mai s usadas,
sendo a peroxidase o marcador de preferéncia na maior parte
das técnicas de diagndstico imuno-histoquimico #. Segundo
Gaértner (comunicagdo verba) o método daimuno-histoquimica
tem revolucionado a classificagdo dos tumores de origem
desconhecida, pois 0s anticorpos reconhecem antigenos que
s80 expressos por células de histogénese especifica.

Nas ultimas décadas aimuno-histogquimica tem revolucionado
apréticadaAnatomiaPatol dgica. Além do inestimével auxilio
ao diagndstico de diferentes tipos de neoplasia, as técnicas
imuno-hi stoquimicastém permitido aidentificacdo de diferentes
tipos de marcadores (enzimas, receptores, produtos de genes,
etc.) que estéo relacionados ao comportamento bioldgico das
neoplasias tanto em mulheres como em cadel as > . No campo
da imuno-histoquimica, a disponibilidade de anticorpos
monoclonais que reagem com antigenos associados aos
tumores de mama esta se expandindo progressivamente e, dessa
forma, vem permitindo que se conhega melhor a biologia da
referida neoplasia, oferecendo, com isso, um progndstico, um
diagndstico e um tratamento mais estruturado para o controle
dessaclassetumoral. Neste contexto, o estudo das similaridades
moleculares entre 0s tumores humanos e caninos pode ser de
grande interesse, ndo somente do ponto de vista
etiopatogenético, mas também por propiciar modelos animais
adequados para 0 manejo clinico do cancer de mama® 22,

Receptoreshormonais

O estrogénio atravessa as membranas celular e nuclear por
difusdo passiva, sem aintervencdo de canaisou proteinastrans-
membrana. Ao chegar ao nicleo, liga-se ao receptor de
estrogénio, formando um complexo que ativa seqiiéncias
especificas de genes que, por suavez, controlam o crescimento
e a diferenciacéo celular. Desta forma, é responsavel pela
proliferacéo de células epiteliais durante o pico estrogénico do
ciclo menstrual, e, indiretamente, pela sua posterior morte no
final do ciclo. A relagdo do estrogénio com 0s carcinomas
mamérios ndo é umanovidade naliteraturamédica: Jaem 1896,
Beatson descreveu a regressdo de metéstases de carcinoma de
mama em mulheres apds oforectomia, em paciente pré-
menopausa. Seus achados, no entanto, foram ignorados até
1950, guando a guns estudos mostraram aregressdo de tumores
apos adrenal etomia ou hipofisectomia, desta vez em mulheres
menopausadas. Estes achados vieram ao encontro das
descrigdes, em 1940, dainfluéncia de estrogenos sintéticos no
crescimento de tumores mamarios. Assim, temos, atual mente,
trés formas de tratamento hormonal para os carcinomas
mamarios: @) castragcdo quimica por inibicdo da liberacéo de
gonadotrofinas; b) inibidores da sintese de horménios; c)
antagonistas hormonais (Tamoxifen). Quando usada de forma
aleatdria, aterapéuticahormonal é eficaz em cercade 30% dos
casos. Por outro lado, cerca de 60% das pacientes com lesdes
positivas para receptores hormonais respondem a esta forma
terapéutica, enquanto menos de 10% de pacientes com lesbes
negativas para receptores hormonais respondem ao tratamento
11

Em relagdo ao receptor de progesterona em mulheres, cabe
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mencionar que sua expressdo € mediada pelo receptor de
estrogeno, e suapositividade € considerada como um marcador
de funcionamento dos receptores de estrogénio. Casos com
receptor de estrégeno negativo e progesterona +, no entanto,
insistem em aparecer tanto nas rotinas quanto na literatura.
Emborasejaum pouco variavel, osrelatos parecem indicar que
entre cinco e 10% dos carcinomas mamérios exibem este padréo.
Tal perfil parece estar associado com raras respostas ao
tratamento hormonal e com pior progndstico .

Devemos lembrar que, tradicionalmente, os carcinomas
mamarios positivos para os receptores hormonais em mulheres
eram considerados mais diferenciados e, por conseguinte, com
melhor prognostico. Estdo sendo acumuladas evidéncias, no
entanto, de que o risco dos tumores negativos comparado com
0S tumores positivos € pouco maior, e estatisticamente ndo
significante (oddsratio de 1,71, interval o de confian¢a 95% de
0,87-3,33). Assim, a tendéncia atual é encarar o status dos
receptores de estrogeno e progesteronamais como um marcador
preditivo da resposta ao tratamento hormonal do que como
marcador prognéstico propriamente dito. Em termos préticos, a
marcagdo imuno-histoquimica dos receptores hormonais é
especificamente nuclear, sendo os eventuais casos com padréo
citoplasmético considerados negativos. Existem numerosos
sistemas para expressar os resultados, mas o importante é que
se relate a proporcdo de células neoplésicas positivas e a
intensidade de coloracéo™.

Em cadelas, a utilizacdo de anticorpos contra os receptores
hormonais ndo tem alcangado sucesso, pois ndo houve reacdo
cruzada dos anticorpos utilizados da espécie humana para
cadelas, inviabilizando seu estudo comparativo.

Oncogenes e genes supressor esdetumor

As mutacBes dos oncogenes fazem com que as célul as passem
asedividir sem restri¢des, enquanto que as mutagdes dos genes
supressores de tumor fazem com que haja a producéo de
proteinas defeituosas que ndo conseguem prevenir areplicacdo
irregular das células, principamente quando ocorre agressao
ao DNA (radiac8o UV; Aflatoxina; Processos Oxidativos; etc.).
Portanto, tanto 0s oncogenes, como 0s genes supressores de
tumor, podem levar a formagdo de tumores malignos como
resultado final de uma mutagdo, 0S oncogenes por serem

ativados e os genes supressores de tumor por serem desativados
23

Genessupressor esdetumor

Os genes supressores de tumor, também chamados anti-
oncogenes, sdo genes que estdo envolvidos na regulacéo do
crescimento celular, mas que podem se tornar causadores de
canceres quando danificados. Esses genes codificam a
biossintese de proteinas que estéo envolvidas na inibicdo da
proliferagdo celular e que sdo cruciais para o desenvolvimento
ediferenciacéo celulares .

Genep53

I nicialmente achava-se que 0 gene p53 codificavaum antigeno
tumoral enddgeno einclusive, acreditava-se ser um oncogene.
Porém, sabe-se agoraque 0 p53 é um gene supressor de tumor.

O gene p53 codifica uma fosfoproteina nuclear de 53kD com
atividade supressora de tumor. O tipo selvagem da proteina
P53, o0 qual é considerado um regulador de transcri¢do, esta
presente no nucleo das células de todos os mamiferos onde
parece estar envolvido na regulacdo da proliferacdo celular e
apoptose 2,

O gene p53, chamado de “guardido do genoma’, é um gene
supressor detumores, localizado no braco curto do cromossomo
17. EstAmutado em cercade 50% dostumores humanos. Durante
o ciclo celular, o p53 forma dimeros ao redor do DNA,
interrompendo o ciclo celular, de maneiraapermitir o reparo do
DNA. Setal reparo ndo funciona, o p53 induz aapoptose. Uma
mutacdo do gene p53 causa a perda dessa protecéo celular,
desestabiliza o genoma e permite a producéo de uma proteina
P53 defeituosa, ndo funcionante, que se acumulanacélulae é
eliminada mais vagarosamente, 0 que permite a sua deteccéo
pelatécnicadaimuno-histoquimica®. Em condigdes normais
possui uma vida muito curta, 15 a 45 minutos em células de
ratos; 2 horas em melandcitos humanos e 4 a 5 horas em
queratinécitos humanos, sendo degradadaimediatamente apos
ter cumprido asuafungdo. JAem célulasnormaisaconcentragdo
da proteina esté abaixo do limiar de deteccéo por métodos de
imuno-histoquimica. Nacélulanormal o gene p53 controlasua
regulacdo através da ativacdo do gene mdm-2 que codifica a
proteina MDM-2. A MDM 2 se liga a0 dominio de ativagéo
inibindo a habilidade do p53 de estimular a transcrico. 1sso
demonstra mais uma vez porque na célula normal o p53 dura
apenas alguns minutos, o que ndo acontece com o0 gene p53
mutante que Ndo mais vai ativar o mdm-2, promovendo o seu
préprio acimulo nacélulaalterada®.

A expressao exacerbada desta proteina tem sido observadaem
grande nimero de tumores, incluindo carcinomas mamarios e
esta associada com a agressividade tumoral em humanos ™.
Em estudo recente, a expressdo da P53 demonstrou ser maior
nos carcinomas, considerados mais malignos que os tumores
mistos em cadelas. A avaliagdo estatistica ndo confirmou esta
tendénciademonstrando que ndo houve correlagdo significativa
de sua expresséo com metastase, sobrevida ou tempo livre da
doencanem com o diagndstico tumoral. Entretanto, pelo Teste
de Fisher foi observada uma associacéo da expressdo de P53
com aidade das cadelas com neoplasia mamaria. A expressao
intensa estava presente em cadelas jovens (FiguraA) %.
Considera-se que o gene p53 é a chave reguladora de grande
parte dos processos celularesinclusive do ciclo celular, reparo
do DNA, estabilizac8o do genoma, morte celular programada,
diferenciacdo, senescéncia e angiogénese. Além disso, o p53 é
0 maior componente da resposta celular ao dano do DNA nas
célulasdos mamiferos®.

O padréo de marcagdo imuno-histoquimicado p53 é nuclear e,
em geral, suaexpressao € avaliadaem relacdo aintensidade da
coloracdo e a proporcéo de células coradas, de forma parecida
com o0s receptores hormonais. Nos carcinomas mamarios de
mulheres, a expressdo do p53 esté associada a fendtipos mais
agressivos e pior prognostico, especial mente em pacientes sem
metastases em linfonodos. O quadro parece ser ainda pior
guando a mesma lesdo co-expressa c-erb-B2 e p53. Postula-se
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que pacientes que exibem alteracbes em ambos os genes
(localizados no cromossomo 17) perderam um mecanismo chave
de controle da proliferacdo celular, ganhando um ativador de
potencia maligno, o queresultaneste fendtipo agressivo . Em
relac8o aos carcinomas ductais “in situ”, alguns comentarios
merecem ser feitos. A mutagdo do p53 parece ser um evento que
antecede ainvasio nos carcinomas ductaisde mama, demaneira
similar a outros tumores solidos **. Outro estudo mostrou uma
boa correlacéo entre o grau na classificagdo de Van Nuys e a
expressdo de p53 e c-cerb-B2. Em seus achados, a expressdo
imuno-histoquimicado p53 foi observadaunicamente em lesdes
grau 3, eado c-erbB-2 foi encontradaem lesbesdegraus2e3,
demonstrando que suas expressdes estdo associadas a lesdes
de alto grau.

A ocorréncia de mutagdes especificas no gene p53 estéo
associadas com resisténciaprimériaaquimioterapiaerecidiva
precoce em pacientes com cancer de mama. Essas observactes
confirmam aguelas segundo os quai s as mutagdes no p53 estéo
associadas a baixa sobrevivéncia de pacientes portadores de
cancer e 0 seu estudo, como marcador progndstico, pode prever
0 comportamento clinico e a resposta a terapia no cancer de
mamade mulheres 2, Considera-se que aexpressao do mutante
daproteina P53 esta associada com taxade proliferagéo tumoral
ata, recorréncia precoce da doenca e menor sobrevida nas
neoplasias mamaérias linfonodo-negativas .

Quando é procedida a andlise da imuno-expresséo da P53, tal
andlise reveste-se deimportancianaavaliagdo da porcentagem
de células marcadas, assim como daintensidade da marcagéo
2, Ainda que estudos in vitro, sugeriram que o p53 mutante
pode estar associado com a resisténcia a quimioterapia e a
radiacdo, em certos tipos de linhagens celulares, os resultados
sdo ambiguos na préticaclinicado cancer de mamas.

Assim, para uma correta avaliagdo da eficiéncia da P53 como
um marcador prognosti co de neopl asias mamérias em mulheres,
devemos levar em consideracdo as muitas questdes de ordem
técni carelacionadas com os diferentes reagentes, a preparacéo
do material citoquimico e/ou histoquimico e com ainterpretacdo
dos resultados da imuno-marcagéo °.

ONCOGENE - C-erb-B-2 (The human epidermal growth factor
receptor-2)

O proto-oncogene C-erb-B-2 ou oncogene HER-2/neu como
vem sendo chamado na literatura, tem sido mundialmente
estudado dentro do contexto das neoplasias mamérias, jaque a
suaamplificacdo ocorre principal mente nessa classe tumoral %,
Trata-se de gene localizado no cromossomo 17 que codifica
uma proteinareceptoratransmembranar de 185 K dasemelhante
ao receptor do fator de crescimento epidérmico. Sua expressao,
destamaneira, reflete um aumento daatividade proliferativada
lesdo.

Expresso em cerca de 10 a 20% dos casos de carcinomas de
mama, 0 c-erb-B2 tem correl agdo com asobrevida, especia mente
em pacientes com metéastases axilares °. Observou-se a
expressdo de C-erb-B2 em carcinomasintraductai s e carcinomas
invasivos #. A amplificagdo deste gene em mulheres esta
associada a ocorréncia de carcinomas ductais pouco

diferenciados e aum progndstico ruim *. O termo amplificacéo
serefere ao seletivo aumento do nimero de copiasdo genee é
melhor designado amplificacdo do DNA.

Considera-se, também, que a sua amplificagdo possa aterar a
quimiossensibilidade do tumor & quimioterapia citotdxica,
particularmente as antraciclinas. Além da sua utilizagéo
diagndstica e prognostica, estdo sendo estudadas também a
utilizac8o do tratamento utilizando um anticorpo contraaproteina
codificada pelo gene, pois como ela induz o tumor ao
crescimento, o seu controle pode significar uma potencial
modalidade de terapia contrao cancer de mama*.

Estudos indicam que o gene esta superexpresso/amplificado
em 15 a 30% dos carcinomas ductaisinfiltrantes damama, 50%
dos carcinomas ductais “in situ” e em 90% dos casos de Paget
do mamilo 3. De um modo geral, assume-se que paci entes com
expressao de c-erbB-2, especialmente no grupo com metastases
em linfonodos, tém um progndstico pior . Além disso, observa
sequetaislesdestém maior resisténciaao tratamento hormonal
11" e podem ser beneficiadas pela utilizacdo de quimioterapia
adjuvante de altas doses, com a utilizagdo de doxorrubicina®.
Por outro lado, jAem 1989, foi descrito que anticorpos contrac-
erb-B2 podem inibir o crescimento de linhagem de carcinoma
mamério “in vitro”. Tal fato suscitou ampla pesquisa, levando
ao desenvolvimento de uma droga chamada Trastuzumab
(Herceptin), que pode ser of erecidacomo alternativaterapéutica
as pacientes com amplificagéo/superexpressdo de c-erbB-2 2,
O resultado da imuno-histoquimica costuma ser expresso em
um sistema de 4 classes (0 para negativo, 1+, 2+ e 3+). A
concordancia entre os resultados da detec¢gédo imuno-
histoquimica do cérbB-2 e da amplificacdo génica detectada
pelo FISH n&o é absoluta, mas se a imuno-histoquimica for
positiva 3+, a concordancia é de 95,9%, caindo para 85,9%
guando se incluem os casos positivos 2+ 11,

Considera-se a positividade imuno-histoquimica a esse
marcador um fator prognéstico desfavoravel com diminuicdo
do tempo de remiss&o da doenca e diminui¢do da sobrevida®.
Trabalhos demonstram que a sobrevida média é reduzida em
50% em pacientes que expressam o0 anticorpo c-erb-B2, aqui
chamado HER-2/neu, comparados aos HER-2 negativos 8. A
positividade para o esse anticorpo pode inclusive prever o
resultado daterapia, demonstrando umaresisténciaao tamoxifen
eoutrasterapias hormonais. Os pacientes positivos parao HER-
2 podem responder melhor adosagens maiores de antraciclina,
e pior a ciclofosfamida, metotrexate e 5-fluorouracil, do que
pacientes negativos &.

Na espécie canina é descrita uma super-expressdo do c-erb-B2
correlacionada com o diagnostico histopatoldgico de
malignidade mas ndo com apresencadeinvasdo local ou doenca
metastaticaregional ¢4,

Mar cadoresdeproliferacio celular

A proliferacdo de células tumorais esta relacionada com o
prognostico em muitos tumores. Considera que a proliferagdo
tumoral é inversamente proporcional a sobrevida de pacientes
com carcinomamamario .

Contudo, segundo Brown e Gatter (1990) acontagem do nimero
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de mitoses presentes nas preparacfes histopatol dgicas pode
ser trabalhosa, dificil e diferir entre patologistas. Além disso,
alguns pesquisadores consideram a contagem de figuras de
mitose um indicador prognéstico ndo seguro, uma vez que
apenasrefleteumafasedo ciclo celular (afase mitéticaou fase
M) %,

O método que vem sendo mais utilizado recentemente é a
avaliagdo imuno-histoquimica do potencial proliferativo por
deteccéo de proteinas nucleares rel acionadas com areplicacéo
do DNA. Os dois marcadores mais estudados na veterinaria
s800Ki-67 e0 PCNA *.

Ki-67

O Ki-67 € um antigeno nuclear que esta presente nas fases
ativasdociclocelular (G, S, G2 eM), masestdausente nafase
GO (repouso) das células. Entretanto, informagdes sobre sua
localizag&o intranuclear sdo confusas e controversas. Estudou-
se sua localizag&o nuclear e concluiram que o Ki-67 é uma
proteina associada a cromatina e topograficamente situada em
regides densas, provavelmente permeando a heterocromatina
%7, Considera-se que val ores aumentados de Ki-67 tém correl acéo
positiva com metéstase, morte por neoplasia e baixa taxa de
sobrevivénciasem doenca’. Considera-se que ndo é possivel a
utilizag8o de anticorpos anti-Ki-67 para discriminar entre
processos benignos e malignos, em casos individuais *.

Em um estudo desenvolvido com a utilizac8o dos marcadores
Ki-67, C-erb-B2 e P53 observou-se, que em tumores mistos de
cadelas amarcagdo com Ki-67 é principal mente observadaem
célulasepiteliais se comparadas as&reas proliferativasde células
fusiformes (FiguraB). Emtumoresmalignosamaioriadascélulas
positivas estava presente na periferiadostumores. A expressao
da P53 foi vista em tumores malignos pouco diferenciados
enguanto que a expressdo do C-erb-B2 foi positiva em quase
todos os tumores ®.

Assim, anticorpos especificos para a proteina Ki-67 abrem
caminho parao acesso imuno-histoquimico aproliferagdo celular,
particularmente Gtil em numerosos estudos de val or progndstico
do crescimento celular em neoplasias humanas *°. O
descobrimento de equivalentes do Ki-67 em outras espécies é
muito vantajoso para uma investigacdo precisa dos

requerimentos estruturais de uma fungéo ainda desconhecida
39

PCNA

O antigeno nuclear deproliferacdo celular (PCNA) éumaproteina
nuclear &cidade 36 kDa gque funciona como co-fator da DNA-
polimerase delta “°. Foi originalmente detectado durante
experimentos com soro de pacientes com |Upus eritematoso
sistémico, em virtude de sua reac&o positiva com ndcleos de
células em proliferacdo e negativa com células em repouso de
tecido normal humano *. Ele esta presente em todas asfasesdo
ciclo celular, massuasintese émaior nafase S, além detambém
estar associadatanto nareplicagdo como no reparo do DNA 42,
H4 trabalhos procurando relacionar a imuno-expresséo do
PCNA com o grau, bem como com o comportamento biol 6gico
de diversos tumores inclusive no cancer de mama “. Sua

distribuicéo no ciclo celular aumenta a partir da fase G1,
atingindo o picoméximo em S, diminuindo apartir dafase G2, e
passando a exibir niveis tdo baixos na fase M e em células
guiescentes, que nao é identificado por métodos imuno-
histoquimicos*. A ausénciade PCNA nasreacfes de duplicacdo
de DNA resulta no acimulo de fitas seqlienciais nascentes e
até mesmo na quiescéncia das células. O gene que codifica o
PCNA tem sido clonado em diversas espécies e, emboraocorram
pequenas diferencas ao nivel de DNA, existe consideravel
semelhanca entre 0 PCNA humano e de outras espécies 2.
Porém o PCNA n&o pode ser considerado um bom marcador de
proliferagéo celular, visto que osniveisde PCNA podem manter-
se elevados quando induzidos por fatores de crescimento, como
resultado de danosao DNA “°. Além deste, outrosfatores podem
influenciar como o tipo de fixador, tempo de fixac&o, estado do
espécime, e o inconveniente de o PCNA ter uma meia vida
bastantelonga, indicando que o niicleo celular pode permanecer
PCNA positivo mesmo ap6s o estimulo. A marcagdo do PCNA
pode ser observada na Figura C.

Outrosmar cadores

E-CADERINA

A E-caderinaéuma proteinaque confere aderénciaascélulase
€ de grande importancia na diferenciacao epitelial. Dados
sugerem que a E-caderina € um potente supressor de invasdo
nos tumores maméarios e a perda da sua expressdo tem relacao
com um prognaostico ruim . A perda ou diminuicdo da
expressao da E-caderinatem sido associadaapior diferenciagéo
de varios tumores, nhomeadamente colon, pancreas bexiga e
mama“. Segundo um estudo aperdadaexpressdo daE-caderina,
associada com alteragdes na adesao entre as células, tem
associagdo significantemente alta com a sobrevivéncia do
paciente (P=0,020) eo periodo livre de metéstases (P=0,0052),
sendo assim, a E-caderina tem alta significancia como fator
prognéstico 4. O gene E-caderina esta localizado no
cromossomo humano naregido 16g22.1, regido freqiientemente
afetada por baixa heterozigose em neoplasias mamérias
esporadicas'’. A altaexpressdo da E-caderinanosindicaque a
adesdo entre as células esta preservada e, deste modo, o risco
de metéastases a distancia é consideravelmente baixo ja que a
possibilidade de células neoplasicas atingirem a corrente
circulatoria é quase que nula (FiguraD).

CATEPSINAD

E uma proteinase &cida lisossomal. Em radioimunoensaio,
mostrou associag&o com agressividade (tumores grandes, grau
histol 6gico alto, metastases em linfonodos). Quando se passou
autilizar aimuno-histoquimica, alguns estudos mostraram esta
associacdo apenas se 0s macréfagos estromais eram positivos.
Destaforma, suarelagéo com aagressividade do tumor passou
aser encaradacomo um epifendmeno, rel acionado ainflamacao
eamacrofagos estromais. Ha estudos, no entanto, que afirmam
gue pacientes com expressao elevadade catepsina D apresentam
menor tempo de sobrevidalivre de doengaacurto prazo (até 3
anos) 1.
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MARCADORESDE NEO-ANGIOGENESE

Definida como a geracdo de novos vasos a partir do leito
vascular pré-existente, a neo-angiogénese tem sido uma fonte
inesgotavel de publicaces, liderada pelo grupo de Judah
Folkman **. Paraagrande maioria dos tumores, que cresce por
destruic&o do tecido adjacente, parece ser verdade que aleséo
pode crescer independente de neovascularizagdo até um
tamanho ndo superior a 2-3 milimetros. Até este tamanho, os
nutrientes podem chegar as células por difusdo. Depois disso,
seu crescimento exigird a presenca de vasos. Dois tipos de
excecdo parecem existir. No primeiro tipo, no qual sedestacam
alguns tumores pulmonares, a lesfo cresce ndo destruindo o
tecido, mas substituindo-o, utilizando-se, destaforma, darede
vascular pré-existente. No outro tipo, como em alguns
melanomas de retina, a lesdo forma canaliculos (positivos ao
PAS) desprovidos de endotélio, que exercem a fungdo de
mimetizé-los (vasculogenic mimicry) . Deimportanciabiol 6gica
indiscutivel, j& que drogas anti-angiogénicas oferecem uma
nova possi bilidade terapéutica podendo, portanto, ser validado
como valor preditivo derespostaaeste tratamento, aimportancia
daangiogénese como fator isolado de progndstico no carcinoma
mamério ainda é fonte de discussdo. Noel Weidner, um dos
pesquisadores que mais publica nesta area, defende que, se
forem utilizados os pontos em que 0s vasos estdo mais
proliferados (“hot spots”), e todos os vasos e/ou células
individuais marcadas pelo CD31 forem contados em um médio
aumento (200 vezes), a contagem de vasos teria valor
prognostico. Outros estudos, no entanto, ndo conseguiram
mostrar tal relagéio “°.

CASPASE-3

As ateracBes moleculares que sdo observadas nas células do
paciente com cancer, comegam a ser compreendidas e estéo
relacionadas com 0s mecanismos que regulam adivisao celular
normal, a sobrevivéncia e a morte celular. A morte celular
programada, chamada de apoptose, tem um papel importante
nadeterminac&o do crescimento tumoral e suaagressividade .
O inicio do processo apoptatico é rigidamente controlado por
determinadas proteases, chamadas de caspases, que sdo
ativadas pela clivagem proteolitica em resposta a sinais que
induzem a morte celular programada *’. A utilizagdo dos
marcadores de apoptose € considerada muito importante para
caracterizar biologicamente o tumor, pois este fenémeno possui
um papel fundamental natumorigénese .

A caspase-3 vem sendo foco de estudos relacionados ao
mecanismo da apoptose, tornando-se peca-chave no
entendimento dos mecanismos de morte celular, umavez que é
ativada em resposta a varios estimulos, como as drogas
quimioterapicas, podendo sugerir que a marcagédo da caspase-
3 possa ser usada no controle da resposta aos tratamentos
quimioterapicos quanto a possivel resisténciada droga®, e a
diminuicdo daexpressdo possaindicar um mecanismo importante
de sobrevivénciacelular em pacientes com cancer demama®. A
apoptose pode ser detectada pelamicroscopia, nahistopatologia
convencional, ou entdo, evidenciada por técnicas especiais,
com atécnicadeimuno-histoquimica®.

Consider acBesfinais

Embora ainda néo se tenha unanimidade sobre a validade
individual dos marcadores imuno-histoquimicos mais
comumente utilizados nos painéis de mama na mulher, parece
haver um consenso sobre os alguns pontos. E importante
verificar o status hormonal, para que se possa saber com certo
grau de certeza, as chances de umadeterminadal eséo responder
a terapéutica hormonal. Como ndo houve expressdo destes
marcadores na espécie canina, podemos utilizar ahistériaclinica
do paciente pararealizar aOH (ovariohisterectomia) no momento
da exérese tumoral com o intuito de que este animal ndo mais
receba estimulo hormonal e com isso haja recidiva. Como
marcador de bom progndstico na espécie podemos utilizar ae-
caderinag, cuja expressao demonstrou ser estatisticamente
significante para prever a possibilidade de metastizacdo do
processo ¥. Da mesma forma, os marcadores de proliferagdo
celular mostram ser importantes para prever o prognéstico da
lesdo e jaforam testados. Assim, avaliar aproliferacéo celular
através do Ki-67 parece ser Util namedidaem que tumorescom
maior indice de proliferacio sdo mais agressivos. Além disso,
este indice pode ser uma informag&o preditiva importante na
utilizac&o de quimioterapiaadjuvante. Apesar deaindando haver
consenso em relacdo a sua validade como fator prognéstico
isolado, considerando a utilidade do c-erbB-2 em predizer a
resposta ao tratamento com o Herceptin ¥, é interessante que
seteste este marcador; o resultado, expresso em cruzesde0 a3,
€ considerado positivo nos casos de 2+ e 3+. A importancia de
se avaliar a expressdo do p53 ainda ndo esta definida, mas os
dados parecem cada vez mais indicar que pacientes com essa
mutacdo de fato exibem pior progndstico %. Sorenmo (2003)
propde um tratamento direcionado aos fatores prognosticos
estabel ecidos relacionando estudos em cadelas com o
tratamento recomendado para o cancer mamario em mulheres.
Esta revisdo demonstra ainda que com a utilizagdo desses
anticorpos, juntamente com outros que podem formar um painel
de marcadores, pode contribuir para um prognostico tumoral
mais criterioso, deixando-se de lado a classificagdo tumoral
complexaeinconclusiva, como Unicarespostanabuscade uma
mel hor e maior sobrevida ao paciente com cancer. NaMedicina
Veterinaria em especial, 0 pequeno nimero de pesquisas,
buscando novos marcadores prognésticos e preditivos para a
neoplasiamamaria mostra um imenso campo de pesquisaa ser
desenvolvido.
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FiguraA - Fotomicrografiamostrando aexpressdo do P53 pela
marcacdo imuno-histoquimica em preparados histol 6gicos de
carcinoma mamério de cadela. Notar a coloragdo marrom-
dourada dos nucleos. Aumento 40X

FiguraB - Fotomicrografiamostrando aexpressao do Ki-67 pela
marcacdo imuno-histoquimica em preparados histol 6gicos de
carcinoma mamério de cadela. Notar a coloragdo marrom-
dourada dos nucleos. Aumento 40X

Figura C - Fotomicrografia mostrando a expresséo do PCNA
pelamarcagdo imuno-hi stoquimicaem preparados histol 6gicos
de carcinoma mamério de cadela. Notar a coloragdo marrom-
dourada dos nucleos. Aumento 40X

FiguraD - Fotomicrografiamostrando aexpressdo da E-caderina
pelamarcagdo imuno-hi stoquimicaem preparados histol 6gicos
de carcinomamamério de cadela. Notar amarcagédo de membrana
citoplasmética. Aumento 100X
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