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Resumo

As neoplasias mamarias estdo entre os tumores mais frequentes em cadelas adultas ndo
castradas. Os processos malignos representam mais de 50% dos casos, sendo frequente a
metastatizacao para linfonodos, pulmdes, figado, rins, e menos frequentemente, 0ssos. Na
patologia mamaria humana a imuno-histoquimica é empregada rotineiramente com fins
diagnosticos, prognésticos e preditivos. O objetivo deste estudo foi comparar a
imunomarcacgdo de cortes histologicos com a técnica convencional de coloragéo tecidual
para a deteccdo de micrometastases nodais em cdes com carcinoma mamario. Uma série
de 51 linfonodos provenientes de 47 cdes com carcinomas foi avaliada por meio de cortes
corados com hematoxilina e eosina e imunomarcados com pan-ceratina. Com o0
procedimento imuno-histoquimico detectaram-se micrometastases em 6,8% dos casos

previamente negativos pela hematoxilina-eosina. Este estudo evidenciou a contribuicdo da

avaliacdo imuno-histoquimca na deteccdo de metastases em linfonodos de caes.

TERMOS DE INDEXACAO: c&o, imuno-histoquimica; linfonodos; micrometastases; tumor de

mama



ABSTRACT

Spontaneous mammary tumors are the most common neoplasms 1in the intact
adult female dog. The malignant tumors account for up to 50% of cases, that
frequently metastasizes to regional lymph nodes, lungs, liver, kidneys and,
less frequently, bones. In human breast pathology immunohistochemistry is
routinely used with diagnostic, prognostic and predictive purposes. The aim
of this study was to compared immunolabelling of histological specimens
with conventional staining in the detection of nodal micrometastases from
dogs with mammary carcinoma. A series of 51 lymph nodes from 47 dogs with
carcinomas were evaluated by staining with haematoxylin and eosin and
immunohistochemically for antibodies to pan-keratin. The
immunohistochemical test detected occult micrometastases in 6,8% of the
lymph nodes previously negative by haematoxylin and eosin staining. This
study indicated the wvalue of immunohistochemical 1labelling for the

detection of epithelial metastases in canine lymph node samples.

INDEX TERMS: dog, immunohistochemistry; lymph nodes; mammary tumor;
micrometastases




1. REVISAO BIBLIOGRAFICA




A longevidade de animais de companhia aumentou nos ultimos anos, gracas ao
aprimoramento das técnicas de manejo e ao desenvolvimento da biotecnologia, otimizando
o diagndstico, prevencdo e terapéutica aplicados a esses animais. Em consequéncia,
doencas associadas ao envelhecimento, como o0 cancer, passaram a integrar a lista das
principais morbidades nesstes pacientes (Matos et al. 2012), sendo a principal causa de
Obito em animais de companhia (Dorn 1976, Gobar et al. 1998). O aumento da incidéncia
das condi¢cdes oncolégicas em animais de companhia representou um impulso para a
pesquisa na area, buscando-se amplificar a acuracia diagndstica, prognéstica e terapéutica
(Ruiz 2005). Dentre as diversas condigbes oncologicas, o estudo acerca das neoplasias
mamarias desperta grande interesse, principalmente pela elevada incidéncia de tumores
malignos em cadelas, que ocorre em grande medida como reflexo do diagndéstico tardio, o
gque compromete o tratamento e reduz a taxa de sobrevida dos animais (Toribio et al. 2012),
contribuindo para a mortalidade associada a condi¢cdo a partir do desenvolvimento de

metastases (Klopfleisch et al. 2010).

1.1 Caracteristicas gerais dos tumores mamarios caninos

Os tumores mamarios sao neoplasias comuns em diversas espécies, incluindo caes,
gatos, ratos, camundongos e humanos, sendo raros em outras espécies domeésticas
(Hampe e Misdorp 1974). Em cées, estdo entre os problemas clinicos mais frequentes
(Bostock 1977, Brodey et al. 1983, Madewell & Theilen 1987, Sorenmo 2003,
Karayannopoulou et al. 2005, Filho et al. 2010, Klopfleisch et al. 2010, Sorenmo et al. 2011,
Hermo et. al 2011, Rivera e Eulers 2011, Feliciano et al. 2012, Pefia et. al 2013, Santos et.
al 2013), e compdem aproximadamente 52% de todas as neoplasias que afetam as fémeas
dessa espécie (Filho et al. 2010, Feliciano et al. 2012).

A neoplasia mamaria acomete principalmente cadelas ndo castradas ou castradas
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tardiamente, de meia-idade, de 8 a 11 anos. Vérios fatores adicionais, incluindo defini¢cdo
racial, dieta e obesidade, sdo associados ao maior risco de desenvolvimento do tumor
mamario (Sautet et al. 1992, Sorenmo 2003, Karayannopoulou et al. 2005, Sorenmo et al.
2011).

A etiologia do cancer de mama € multifatorial, envolvendo a participacdo de
componentes genéticos, hormonais, nutricionais e ambientais (Toribio et al. 2012), e
depende de anormalidades genéticas e da inter-relacéo entre as células tumorais, estromais
e inflamatdrias (Lima et al. 2010).

Uma predisposicao genética pode ser antecipada, em mulheres e em cées, sendo a
prevaléncia do tumor maior em algumas racas, porém, sdo poucos os estudos relacionados
com o0 mapeamento genético do tumor mamario canino (Rivera e Eulers 2011).

Em caes e gatos, a progesterona estimula a sintese de horménio do crescimento na
glandula mamaéaria, com proliferacéo I6bulo-alveolar e consequente hiperplasia de elementos
mioepiteliais e secretérios, induzindo a formacdo de nddulos benignos em animais jovens

(Toribio et al. 2012).

1.2 Neoplasia mamaria canina como modelo em patologia comparada

As neoplasias mamarias em cadelas e o cancer de mama em mulheres apresentam
similaridades epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas (Madewell e Theilen 1987,
Mottolese et al. 1994, Lima et al. 2010, Klopfleisch et al. 2010, Toribio et al. 2012). Assim,
assemelham-se a faixa etaria de aparecimento, morfologia, efeito protetor pela ovario-
histerectomia, presenca de receptores de estrogeno e progesterona, Orgdos-alvo de
metastase, evolucdo clinica e, em alguns casos, hereditariedade (Feliciano et al. 2012).
Ainda, apresentam similaridades histolégicas e imuno-histoquimicas (Madewell e Theilen

1987, Mottolese et al. 1994).
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Em funcdo desses fatores, ha algum tempo séo estudadas como modelo biolégico
para o cancer de mama em mulheres (Madewell e Theilen 1987, Mottolese et al. 1994, Lima
et al. 2010, Rivera, Eulers 2011, Feliciano et al. 2012).

O céancer de mama em mulheres é considerado de extrema importancia para a
saude publica, motivando estudos sobre prevencéo e diagnéstico precoce, buscando reduzir
a morbidade e mortalidade relacionadas com essa neoplasia (Toribio et al. 2012).

Na espécie humana os principais fatores de riscos considerados sdo a idade da
menstruacédo, idade do primeiro parto, tratamento hormonal apds a menopausa, obesidade,

consumo de alcool e familiares de primeiro grau com a doenca (Rivera e Heulen 2011).

1.3 Morfologia mamaria

A glandula mamaria dos mamiferos € uma glandula sudoripara apécrina modificada,
encontrada apenas nessa classe (Sorenmo et al. 2011), e sofre continuas modificacdes
durante a vida, particularmente devido ao crescimento corpéreo e a estimulagdo hormonal,
de modo que os Ultimos estagios de desenvolvimento na fémea adulta ocorrem somente
durante a gravidez, existindo amplo espectro de “normalidade” cito e histolégica mamaria
(Russo et al. 1990). A cada gravidez, ha proliferacdo do tecido ductal, diferenciagdo para
acinos produtores de leite, secrecdo de leite pelas células acinares, e, no fim da lactacao,
involugdo do componente secretor da glandula, com preservacdo das estruturas ductais
(Sorenmo et al. 2011).

As cadelas possuem em geral cinco pares de glandulas mamarias dispostas
longitudinalmente, designadas no sentido craniocaudal: toracicas craniais, toracicas caudais,
abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais (Peleteiro, 1994; Zuccari et al. 2001).

A mama consiste de uma rede de ductos cercados por um estroma fibrovascular e
rico em adipécitos, de duactulos, ductos terminais intralobulares e ductos terminais

extralobulares, que drenam para o ducto interlobular, formando a chamada unidade ductal
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tubular terminal (TDLU). O estroma mamario na espécie humana corresponde a mais de
80% do volume mamaéario, sendo composto principalmente por tecido adiposo, tecido
conjuntivo denso interlobular, tecido conjuntivo frouxo intralobular e vasos sanguineos
(Ronnov-Jessen et al. 1996).

A circulacdo linfatica ocorre paralelamente as duas cadeias mamarias, inexistindo
comunicacgéo entre elas, destacando-se como principais linfonodos regionais os inguinais e
os axilares (Peleteiro 1994). O fluido linfatico é recebido através dos canais linfaticos
aferentes, atravessa a capsula pelo cértex, atingindo a paracértex e entdo a medula, saindo
do linfonodo através do canal eferente via hilo (Tsiapali 2011).

Os linfonodos inguinais superficiais drenam as mamas inguinais, abdominais caudais
e 30% das abdominais craniais. Os linfonodos axilares drenam 70% das mamas abdominais
craniais, além das tor4cicas craniais e caudais. A glandula abdominal cranial possui,
portanto, drenagem mista (Patsikas & Dessiris 1996). A maioria das metastases linfonodais
é localizada no polo aferente (Tsiapali 2011).

Em cées, os linfonodos ligados anatomicamente as glandulas mamaéarias estédo
localizados em duas regides distintas, axilar e inguinal, em contraste com a mulher, na qual
a drenagem conflui para a regido axilar (Matos et al. 2006). Ainda, os vasos linfaticos do
intersticio mamario drenam para os ganglios linfaticos ipsilaterais, e ndo existe drenagem
para linfonodo contralateral; porém, o padrao de drenagem pode ser alterado em caso de
neoplasias mamarias (Sorenmo et al., 2011).

A falta de conhecimento em relagcdo ao numero total de linfonodos intramamarios
gue podem estar presentes na cadeia mamaria e 0 quanto a presenca de um tumor afetaria
em sua localizacdo ou drenagem ainda sdo um obstaculo para a adaptacao dos critérios

usados na Medicina Humana para a Medicina Veterinaria (Matos et al. 2006).

1.4 Diagnostico, classificacédo e graduacéo histolégicas
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Ao exame fisico da cadeia mamaéaria, devem ser registrados 0s seguintes aspectos
das lesdes: numero, localizagdo, consisténcia, tamanho e eventuais sinais de aderéncia aos
tecidos adjacentes, deformacdes das mamas e ulceracdo na pele (Feliciano et al. 2012). Um
exame cuidadoso de glandulas mamarias aparentemente normais de cadelas velhas pode
revelar uma série de pequenas lesbes, entre elas processos neoplasicos em estigios
iniciais de desenvolvimento (Cameron e Faulkin, 1971).

Histologicamente, os tumores séo classificados como benignos ou malignos, porém,
um grande desafio nas neoplasias mamarias caninas é identificar aquelas realmente
malignas (Feliciano et al. 2012). Os critérios mais importantes para o diagndstico de tumores
mamarios malignos em caes com base em cortes corados pela hematoxilina-eosina séo
padrao arquitetural, pleomorfismo celular e nuclear, indice mitético, presenca de areas de
necrose distribuidos aleatoriamente dentro da neoplasia, invasao linfatica e peritumoral, e
metastases em linfonodos regionais (Goldschmidt et al., 2011).

A incidéncia dos tumores mamarios, de carater benigno e maligno, e os subtipos
neoplasicos, apresentam elevada heterogeneidade em consequéncia da utilizacdo de
diferentes métodos de classificacdo histopatologica e da auséncia de critérios homogéneos
na diferenciac@o dos tipos tumorais (Teixeira et al. 2011, Toribio et al., 2012). Ademais, tipos
histol6gicos multiplos podem ocorrer simultaneamente em uma ou mais glandulas mamarias
(Filho et al. 2010).

Em 1974, a Organizacdo Mundial de Saude publicou a primeira 'Classificagéo
Internacional Histol6gica de Tumores dos Animais Domeésticos, que incluiu tumores e
displasias da glandula mamaria. Atualmente, a classificagdo mais empregada € a
preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude (Misdorp et al., 1999), porém novos

sistemas classificatérios séo propostos (Cassali et al. 2011; Goldschmidt et al. 2011).

Embora a literatura apresente alguns sistemas de graduacédo interessantes, o mais

recente e bem fundamentado é o sugerido por Karayannoupoulou et al., 2005, baseado no
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método descrito por Elston & Ellis, 1991, para neoplasias mamarias humanas.

Segundo Feliciano et al. 2012, cerca de 50% dos tumores mamarios apresentam
caracteristicas de malignidade. Dentre os tumores mamarios malignos, os carcinomas sao
os mais frequentes (Filho et al. 2010, Toribio et al. 2012), e compreendem entre 28% a 91%
do total de casos de neoplasias mamarias caninas (Karayannopoulou et al. 1980, Gilbertson
et al. 1983, Zaninovic & Simcic 1991, Sorenmo 2003). Porém, a presenca de algumas
células com nucleos aumentados e nucléolos proeminentes muitas vezes leva ao excesso

de diagndsticos de carcinoma mamario (Goldschmidt et al., 2011).

1.5 Disseminacao neoplasica em carcinomas mamarios caninos

A disseminacdo dos tumores mamarios costuma ocorrer por invasdo local,
crescimento intraductal mamario e pelo sistema linfatico, para posteriormente atingir a
corrente sanguinea produzindo metastases a distancia (Stavros 2006, Filho et al. 2010). Os
linfonodos sentinelas sdo
considerados os primeiros a receber drenagem linfatica do tumor, e por isso sdo mais
predispostos as metastases (Freitas et al. 2013).

A maioria das neoplasias malignas epiteliais, carcinomas, metastatiza via linfatica,
enquanto neoplasias mesenquimais malignas, sarcomas, metastatizam via hematégena
(Sorenmo et al., 2011).

Assim, as metastases mamarias sdo mais frequentemente observadas em linfonodos
regionais e parénquima pulmonar, sendo eventuais em outros territorios, como coracao,
baco, adrenais e encéfalo, porém, a maior prevaléncia ocorre nos linfonodos
(Karayannopoulou et al. 1980, Gilbertson et al. 1983, Zaninovic & Simcic 1991, Sorenmo
2003, Filho et al. 2010, Klopfleisch et al. 2010). A maioria das metédstases nodais esta

localizada no polo aferente (Tsiapali 2011).
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1.6 Micrometatases

Desde os anos 40 se relata a presenca de depdsitos tumorais de pequenas
dimensdes em linfonodos axilares inicialmente avaliados como negativos para células
tumorais no exame histol6gico de rotina, mas seu valor prognéstico permanece incerto (Boer
et al.,, 2010, Amezaga et al. 2010). Contemporaneamente, tais lesbes sdo denominadas
micrometastases, e definidas como colbnias metastaticas com dimensdes entre 0,2 e 2,0
mm de didmetro, compreendidas como focos de disseminacédo e coloniza¢do neoplasica a
distancia, caracterizando o linfonodo como positivo para crescimento tumoral (Amezaga et
al. 2010, Boer et al.,, 2010, Carvalho et al. 2010, Tsiapali 2011). Discretos agregados
neoplasicos, que com menos de 0,2 mm de didmetro, sédo definidos como agregados de
células tumorais isoladas e néo sdo compreendidos como focos metastaticos, sendo,
nessas condi¢des, o linfonodo caracterizado como livre de crescimento neoplasico.

Para a avaliagdo microscopica de metastases nodais, o linfonodo é definido como
tecido linfoide de qualquer dimensdo, com arquitetura nodal interna distinta, incluindo
foliculos linfoides, com ou sem centros germinativos e seios linfoides, e envolvidos por uma
capsula fibrosa (Khalifa e Smith 2009).

As dimensbes das micrometastases muitas vezes as tornam indetectaveis em cortes
corados pela hematoxilina-eosina, particularmente pela elevada densidade celular do
parénquima linfoide (Miyake et al. 2001). Assim, para a detec¢cdo de micrometéstases,
técnicas diagnodsticas mais sensiveis que a coloragdo por HE podem ser (teis, como a
imuno-histoquimica e a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) (Miyake 2001, Hansen et al.
2009, Amezaga et al. 2010). A andlise imuno-histoquimica aumenta a sensibilidade do
método e promove um melhor estadiamento do paciente, apresentando boa relagdo custo-
beneficio (Hbinghaus et al. 2007, Freitas et al. 2013). Dentre os marcadores imuno-
histoquimicos empregados para a pesquisa de células epiteliais destaca-se um coquetel de

ceratinas de diferentes pesos moleculares, util na cobertura de amplo espectro de
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expressao epitelial, o anticorpo anti-AE1/AE3.

O incremento no potencial de deteccdo de micrometastases ocultas é variavel
segundo a amostragem, sendo de 9% a 42% de acordo com Boer et al. 2010, de 19% a
32% segundo Amezaga et al. 2010, e de 4% a 50% de acordo com Freitas et al. 2013.
Linfonodos com micrometastases ou células isoladas sdo observados em 23% dos
pacientes com cancer de mama (Gobardhan et al. 2011). Matos et al., 2006, realizaram
estudo semelhante em cadelas portadoras de carcinomas mamarios, evidenciando a
presenca de células neoplasicas em 9,2% de linfonodos previamente diagnhosticados como
livres de células tumorais pela histopatologia convencional.

Enquanto a classificagdo TNM humana considera a quantidade e dimensdes do
comprometimento de linfonodos regionais para discriminar a amplitude da disseminacéo
nodal na classificagdo (N), a adaptacdo do sistema TNM para cdes assume qualquer
colonizacdo tumoral em linfonodo como N1 (presenca de metastases citolégicas ou
histolégicas), ndo importando as caracteristicas dessa colonizacdo. A simplificacdo desse
sistema de classificagdo € Obvia e dificulta os estudos quanto a relevancia clinica de
micrometastases em cadelas (Matos et al. 2006). Ainda existem controvérsias quanto a
classificacdo TNM em algumas categorias de nédulos, como em casos de células isoladas e
depositos celulares menores que 0,2mm, de repercussfes ainda incertas, atualmente

considerados livres de colénias neoplasicas, NO (Matos et al. 2006).

1.7 Prognéstico em carcinomas mamarios

O progndstico em carcinomas mamarios em cées depende das dimensdes do tumor,
classificacdo histolégica, padrao de crescimento e estadiamento clinico (Hellmén et al. 1993,
Macewen & Withrow 2001, Teixeira et al., 2011), de modo que o grau de comprometimento
dos linfonodos regionais é fator prognéstico determinante para os pacientes que apresentam

a forma maligna da doenca (Owen 1980, Hellmén et al. 1993, Sorenmo 2003,
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Karayannopoulou et al. 2005, Hansen et al. 2009, Filho et al. 2010, Klopfleisch et al. 2010).

A avaliacdo do linfonodo € uma das primeiras realizadas no paciente com carcinoma
mamario (Pinheiro et al. 2009). Sua associacdo com as dimensfes do tumor e a presenca
de metastase a distancia compdem informacdes necessérias para o adequado estadiamento
clinico da doencga, integrando o sistema TNM (Viale et al. 1999, Csemi 2000, Wong et al.
2001, Sobin et al. 2009). Clinicamente recomenda-se o estadiamento do processo, sendo o
sistema de eleicdo o sugerido pela Organizacdo Mundial de Salude — TNM, fornecendo
informacdes progndsticas sobre a neoplasia. Nesse sistema, o T descreve o tumor primario,
particularmente em relagdo ao seu tamanho, sendo: TO: sem evidéncia de tumor, T1: <3 cm
de diametro, T2: entre 3 e 5 cm de diametro, T3: > 5cm de diametro, T4: carcinoma
inflamatario.

O N refere-se ao envolvimento de linfonodos regionais sendo: NO: auséncia de
envolvimento de linfonodo, N1: linfonodo ipsilateral positivo, N2: envolvimento bilateral de
linfonodos.

O M significa metastase sendo: MO: auséncia de metéstase, M1: presenca de
metastase.

E possivel a associacdo do estadiamento clinico com a graduacgéo histoldgica,
enriquecendo as informacdes sobre a biologia tumoral e simultaneamente sobre a provavel
evolucdo do processo.

Em estudo de Lima et al., 2010, varios parametros foram relacionados com as taxas
de sobrevida, incluindo o tipo histolégico, a presenca de metastase em linfonodos ou
pulmdes, a distribuicdo inflamatéria e o infiltrado linfocitico. O diagndstico pré-operatorio que
inclui o tipo de tumor e as informagdes prognosticas aumentam as possibilidades de
tratamento mais adequado (Hellmén et al. 1993).

A condicdo do linfonodo sentinela é de grande importancia prognostica e terapéutica
em humanos e caninos (Hoinghaus et al. 2007). Metastases nodais sdo tradicionalmente

identificadas com a coloracdo hematoxilina-eosina na rotina (Hansen et al. 2009).
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Atualmente, preconiza-se exame detalhado do linfonodo sentinela em lugar do exame de
grande numero de linfonodos com poucos cortes, tornando a deteccdo de metastases mais
precisa (Freitas et al. 2013), de modo a aumentar a detec¢do de metastases em linfonodos
de 7% até 33% (Wong et al. 2001). Isso porque os métodos de andlise dos linfonodos
sentinelas tornaram-se mais apurados, com o objetivo de aumentar a acuracia e reduzir os
indices de falsos-negativos (Hansen et al. 2009, Carvalho et al. 2010).

Na Medicina Humana, o comprometimento dos linfonodos axilares € o mais
importante fator progndstico no cancer de mama (Wong et al. 2001, Pinheiro et al. 2009,
Carvalho et al. 2010 Tsiapali et al. 2011). Segundo Boer et al., 2010, o valor progndstico
diminui a medida que o niumero de nédulos positivos aumenta.

Muitos estudos investigam o significado clinico das micrometastases nodais
identificadas por meio da imuno-histoquimica, havendo controvérsias quanto ao seu
significado prognéstico (Hansen et al. 2009). Segundo Gobardhan et al., 2011, o
envolvimento de linfonodos com micrometastases afeta o tempo livre de doenca e a taxa de
sobrevida do paciente. Porém, ainda é necessario pesquisar sobre a taxa de recorréncia
(Carvalho et al. 2010). No mais, o beneficio clinico da deteccdo de micrometastases
relaciona-se a prevencao de recorréncias tumorais e a selecdo de pacientes para terapias
complementares (Doki et al. 2002).

Frente aos procedimentos de nodulectomia e de mastectomia parcial, em geral o
patologista veterinario ndo tem acesso aos linfonodos regionais, avaliando apenas
linfonodos locais ou intramamarios (Matos et al. 2006).

Em Medicina Humana, o tratamento do cancer de mama é em grande parte baseado
em alguns parametros clinicos e patologicos, incluindo a avaliacdo imuno-histoquimica de
receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR), receptor de fator de crescimento
(HER2), tanto individualmente como em painel de marcadores para aproximar a
classificacdo da subtipagem molecular (Aguiar et al., 2013). Recentemente abordagens

nesse sentido séo aplicadas a formagdes maméarias caninas (Dutra et al. 2004, Thurdczy et
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al. 2007). No entanto, persiste a busca por novos parametros que auxiliem a deciséo

terapéutica (Teixeira et al., 2011).

1.8 Uso da imuno-histoquimica em medicina veterinaria

As novas abordagens diagndsticas em tecidos iniciaram-se na década de 1940, com
o desenvolvimento por Coons da técnica de imunofluorescéncia para a deteccdo de
antigenos em cortes por congelagéo (Coons et al., 1941). Esse foi o marco inicial do que
hoje se conhece como imuno-histoquimica, ou seja, a demonstracdo de antigenos
especificos em cortes teciduais ou em amostras citolégicas, com o uso de reacdes
antigeno/anticorpo, que culminam com a deposi¢cdo de um cromdgeno no sitio de ligagdo
(Taylor et al., 2002). O método inicialmente descrito apresentava caracteristicas técnicas
gue o inviabilizavam como exame de rotina, 0 que restringiu por décadas a sua utilizacdo. O
desenvolvimento de sistemas de amplificacdo de sinal com marcacao enzimatica da reacéo,
de métodos de recuperacdo antigénica em materiais parafinados, e da tecnologia do
hibridoma para a producédo de anticorpos possibilitou a incorporagdo da imuno-histoquimica
no Laboratério de Patologia Cirdrgica a partir da década de 1980 (Leong, 1992; Taylor,
1994), justificando o emprego do termo “revolu¢gdo marrom” relativo a cor do precipitado
mais utilizado na revelacdo da interacdo antigeno-anticorpo no tecido. Uma das grandes
vantagens associadas ao método é a colocalizacdo do antigeno e da leséo, contribuindo
para a compreensao da lesdo e da patogenia dos processos (Ramos-Vara & Miller, 2014).

O uso da técnica de imuno-histoquimica em Patologia Veterinaria é crescente, pois
numerosos anticorpos apresentam reatividade cruzada entre antigenos humanos e animais
(Teixeira et al., 2011).

Embora inicialmente as duas maiores areas de aplicagdo da imuno-histoquimica
tenham

sido a infectologia e a oncologia, rapidamente a primeira passou a envolver em niveis
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crescentes procedimentos de biologia molecular, caracterizados por elevada sensibilidade e
especificidades, além de custos inferiores. Em contraposicdo, o emprego da imuno-
histoquimica em oncologia avancou, ampliando as perspectivas originais, relacionadas a
identificac@o histogénica de neoplasias, alcan¢cando abordagens a principio mais complexas,
como informacgdes progndsticas e preditivas (Xavier, 2005).

Atualmente, as principais aplicacdes da imuno-histoquimica na &area oncoldgica
relacionam-se a caracterizacdo histogénica em neoplasias pouco diferenciadas, subtipagem
tumoral, pesquisa de sitio primario em carcinomas metastaticos, distincdo entre processos
benignos e malignos, diferenciacéo entre condi¢bes inflamatorias e neoplasicas, avaliacao
prognostica e preditiva de neoplasias e a identificacdo de micrometastases (Xavier, 2005)

Nesse Ultimo aspecto, a imunomarcagdo com ceratinas se mostra uma valiosa
ferramenta para deteccdo de micrometastases de carcinomas em linfonodos regionais
(Pefa et al.,, 2013). As ceratinas compreendem um grupo de filamentos intermediarios
integrantes do citoesqueleto (Aguiar et al. 2013), expressos principalmente por células
epiteliais em diferentes localizagbes do organismo, sendo reconhecidos ao menos 20
polipeptideos distintos, particularizados por diferencas no peso molecular e no ponto
isoelétrico, sendo numerados consecutivamente de 1 a 20 (Moll et al. 1982).

A imuno-histoquimica com anticorpo anticeratina AE1/AE3 é o método mais comum
para deteccao de micrometastases em linfonodos de diversos tipos de cancer na Medicina
Humana (Doki et al. 2002). Em estudo de Hdinghaus et al., 2007, a imuno-histoquimica com
AE1/AE3 foi significativamente mais sensivel que o exame citolégico para deteccdo de

metastases em cdes com tumor epitelial maligno.
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Abordagem imuno-histoquimica aprimora a identificacdo de micrometastases nodais
em cées portadores de carcinomas mamarios
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ABSTRACT. - V.S.COELHO, J.G.XAVIER 2013. [ Inmunohistochemical approach improves
detection of nodal micrometastasis in dogs with mammary carcinomas.] Abordagem imuno-
histoquimica aprimora a deteccéo de micrometastases em linfonodos de cdes portadores de
carcinomas mamarios.
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Paulista, SP, 04026-002, Brazil. E-maiil:
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Spontaneous mammary tumors are the most common neoplasms in the intact adult female dog. The
malignant tumors account for up to 50% of cases, that frequently metastasizes to regional lymph nodes,
lungs, liver, kidneys and, less frequently, bones. In human breast pathology immunohistochemistry is
routinely used with diagnostic, prognostic and predictive purposes. The aim of this study was to
compared immunolabelling of histological specimens with conventional staining in the detection of
nodal micrometastases from dogs with mammary carcinoma. A series of 51 lymph nodes from 47 dogs
with carcinomas were evaluated by staining with haematoxylin and eosin and immunohistochemically
for antibodies to pan-keratin. The immunohistochemical test detected occult micrometastases in 6,8%
of the lymph nodes previously negative by haematoxylin and eosin staining. This study indicated the

value of immunohistochemical labelling for the detection of epithelial metastases in canine lymph node

samples.

INDEX TERMS: dog, immunohistochemistry; lymph nodes; mammary tumor; micrometastases
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Introducao

A longevidade dos cdes aumentou nos Ultimos anos gragcas ao aprimoramento das
técnicas de manejo e ao desenvolvimento da biotecnologia, otimizando o diagndstico,
prevencao e terapéutica aplicados aos animais de companhia. Em consequéncia, doencas
associadas ao envelhecimento, como o cancer, passaram a integrar a lista das principais
morbidades nesses animais (Matos et. al 2012). O aumento da demanda representou
impulso para a pesquisa na area oncoldgica veterinaria, buscando-se amplificar a acuracia
diagndstica, progndstica e terapéutica (Ruiz 2005). Em cées, os tumores de mama estao
entre os problemas clinicos mais frequentes, compreendendo cerca de metade das
neoplasias de cadelas adultas (Brodey et al. 1983, Karayannopoulou et al. 2005, Sorenmo et
al., 2011, Pefa et. al 2013, Santos et. al 2013), havendo grande disparidade entre a
propor¢cdo de carcinomas, de acordo com amostragens, compreendendo de 28% a 91%
dos casos relatados. A disseminacdo dos tumores mamarios relaciona-se a invaséao local,
disseminacao pelo sistema linfatico e eventualmente sanguineo, produzindo colonizacdo de
linfonodos, de tecido subcuténeo (metastase linfatica retrograda), e de territérios a distancia,
sendo os pulmbes os mais frequentemente comprometidos (Macewen &Withrow 2001,
Sorenmo 2011). A circulagdo linfatica ocorre paralelamente as duas cadeias mamarias,
inexistindo comunicacéo entre elas, destacando-se como principais linfonodos regionais os
inguinais, que drenam as mamas inguinais, abdominais caudais e 30% das abdominais
craniais e os axilares, responsaveis pela drenagem de 70% das mamas abdominais
craniais, além das toracicas craniais e caudais. (Peleteiro 1994, Patsikas & Dessiris 1996).
Assim, as metastases sdo mais frequentemente observadas em linfonodos intramamarios,
satélites e regionais e parénquima pulmonar (Karayannopoulou et al. 1980, Gilbertson et al.
1983, Sorenmo 2003, Pefa et. al 2013).

O prognéstico em carcinomas mamarios depende das dimensdes do tumor, da

classificagdo histolégica, do padréo de crescimento e do estadiamento clinico (Hellmén et al.



29

1993, Macewen & Withrow 2001). E crescente a remoc&o conjunta da formacido mamaria e
do linfonodo associado, pois a condicdo dos linfonodos sentinelas e regionais é fundamental
para o0 estabelecimento do estadio clinico (Wong et al. 2001, Sorenmo 2003,
Karayannopoulou et al. 2005, Sobin et al. 2009).

Um desafio no estadiamento relaciona-se a identificagdo, em linfonodos, de
micrometastases, coldnias de células neoplésicas atingindo de 0,2 a 2,0 mm, nem sempre
possivel apenas com o exame de cortes corados pela hematoxilina-eosina, em especial pela
elevada densidade celular local (Hellmén et al. 1993). O uso de marcadores imuno-
histoquimicos para a pesquisa de células epiteliais no parénquima linfoide pode contribuir,
destacando-se o emprego da pan-ceratina. As ceratinas, anteriormente referidas como
citoceratinas (Schweizer et al. 2006), formam um grupo de filamentos intermediarios
integrantes do citoesqueleto, expressas principalmente por células epiteliais, apresentando
diferencas quanto ao peso molecular. O emprego de marcadores para grupos de ceratinas,
como o0 anticorpo anti-pan-ceratina, clone AE1/AE3, no qual AE1 reage contra as ceratinas
acidas 10, 14 15 e 16 e AE3 com as ceratinas basicas, é Util no rastreamento de células
epiteliais (Moll et al 1982). Em Medicina Humana, metastases ocultas sdo detectadas em
9% a 42% dos pacientes portadores de carcinomas mamarios por meio da imunomarcagao
(Boer et al.,, 2010). Em Medicina Veterinaria, avaliacdes dessa natureza sdo escassas,
tendo revelado incremento no diagndstico de micrometastases nodais de 6,8% em amostras
citoldgicas (Hoinghaus et al 2007) e de 9,2% em fragmentos teciduais (Matos et al 2006). No
presente estudo buscou-se comparar os métodos histolégico convencional e imuno-
histoquimico na deteccdo de micrometéstases nodais de carcinomas mamarios de cadelas

atendidas no Hospital Veterinario da Umesp.
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Material e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Umesp, sob protocolo
218-07. A partir dos arquivos do Servico de Patologia do Hospital Veterindrio da
Universidade Metodista de Sao Paulo — Umesp, foram selecionados 47 casos de cadelas
portadoras de carcinoma mamario que sofreram a excisdo cirargica da formacao tumoral e
de ao menos um linfonodo regional, obtendo-se o total de 51 amostras de linfonodos. As
amostras teciduais passaram por fixacdo em formol a 10% e foram submetidas a
processamento histolégico de rotina, realizando-se cortes de aproximadamente 4pm.,
corados pelo método de hematoxilina-eosina. Os linfonodos foram seccionados em seu
maior eixo, sendo realizados cortes seriados.

As lesbes mamarias foram classificadas de acordo com o sistema proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude (Misdorp 1999). Em sequéncia foram graduados seguindo o
método proposto por Elston & Ellis, 1991, para neoplasias mamarias humanas, utilizando
como parametros a formagé&o de tabulos, o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética.

A pesquisa de micrometéstases foi realizada em cortes de linfonodo corados com
anticorpo anti-pan-ceratina AE1/AE3 (Laboratorios Zymed), na diluicdo de 1:400. Seguiu-se
a incubacdo com anticorpo secundario e o0 complexo estreptavidina-peroxidase
(LSAB,DAKO). Para a revelagdo foi empregada solucdo contendo cromégeno
diaminobenzidina. A imunomarcacao seguiu a metodologia descrita por Hsu et al, 1981, e as
neoplasias mamarias funcionaram como controles-positivos.

Procedeu-se a comparagdo entre a sensibilidade dos métodos convencional e
imuno-histoquimico na detec¢éo de micrometastases em linfonodos com o emprego de uma
tabela de contingéncia 2X2 (Berquo6 2001), calculando-se a sensibilidade e a especificidade

dos métodos, considerando-se 0 método imuno-histoquimico como o exame de referéncia.
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Resultados

Dentre os casos avaliados predominaram formac8es em animais sem raca definida,
sendo a idade média de acometimento de 9,75 anos, proxima a idade média dos portadores
de micrometastases nodais, de 9,8 anos. Os linfonodos inguinais foram os mais amostrados,
compondo 32 das 47 amostras com origem informada. Houve a classifica¢do histopatoldgica
e a graduacdo das formag0des, seguindo-se a pesquisa de metastases em territorio linfoide,
em cortes corados pela hematoxilina-eosina e por anticorpos anti-pan-ceratina. Os
resultados obtidos estdo sumarizados no quadro 1. Os tipos tumorais encontrados foram:
carcinomas tubulares propriamente ditos, carcinomas tubulares variante cistico-papilifera e
carcinomas soélidos, identificando-se proliferacdes simples, complexas e mistas, com graus
histolégicos variando de | a lll. Nos neoplasmas tubulares a incidéncia de coloniza¢éo nodal
foi de 18%, sendo o Unico caso de crescimento sélido acompanhado de metéastase linfoide.
Considerando-se a expansdo mioepitelial, merece referéncia a auséncia de
micrometastases em casos de cdes portadores de carcinomas complexos, enquanto nos
carcinomas simples esse evento alcangou 28,6% dos casos. Em relagédo ao grau histoldgico,
evidenciou-se um paralelismo entre graduacéo e frequéncia de envolvimento nodal, sendo
esta, respectivamente, de 11%, 18% e 100%, respectivamente nos carcinomas de graus I, Il

e lll.
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Quadro 1 Relacgio de casos avaliados, considerando-se os dados do animal, classificacio e graduacio tumorais e a pesquisa de metastases

em linfonodos

Caso Raga Ii{l‘:tg:ls':nr: (1;1:3:) Classificacao Histologica Grau Linfonodo M]:Et:a stase lxg(ln/(j:Es
01 SRD H 1181 12 Tubular Simples Misto 11 inguinal + +
02 Poodle H1218 4 Tubulo Papilifero Simples 11 - - -
03 Poodle H1228 10 Cistico Papilifero Complexo 11 - - -
04 Sheepdog H1387 8 Tubular Simples I - - -
05 | Doberman H1410 8 Tubulo Papilifero Simples [ - - -
06 | Dachshund H683 10 Sélido Simples 111 axilar + +
07 SRD H1050 8 Cistico Papilifero Simples 11 - - -
08 Poodle H1090 5 Cistico Papilifero Simples [ axilar - -
09 SRD H168 - Cistico Papilifero Simples 111 inguinal + +
10 SRD H174 15 Tubular Misto 111 inguinal + +
11 SRD H195 11 Tubular Simples I - - -
12 SRD H249 - Tubular Cistico I inguinal - -
13 SRD H275 - Tubular Simples 11 axilar + +
14 SRD H331 10 Tubular Simples I - + +
15 Labrador H465 8 Tubular Simples I inguinal - -
16 SRD H512 8 Tubular Simples Misto I - + +
17 SRD H515 - Tubular Simples 11 inguinal - -
18 Husky H517 9 Tubular Simples I - - -
19 Beagle H575 9 Cistico Papilifero Simples I inguinal - -
20 SRD H1453 9 Tubulo Papilifero Misto I - - -
21 SRD H1456 11 Tubulo Papilifero Complexo I inguinal - -
22 SRD H1458 15 Tubulo Papilifero Complexo I inguinal - -
23 SRD H1489 4 Tubular Simples I axilar - -
24 SRD H1498 11 Tubulo Papilifero Simples I - - +
25 Setter H1515 10 Tubular Complexo I inguinal - -
26 Poodle H1558 8 Tubulo Papilifero Misto I inguinal - -
27 SRD H3279-B 10 Tubular complexo I inguinal - -
28 SRD H3536 8 Tubular simples I inguinal - -
29 Pit Bull H3224-B1 12 Tubular complexo I inguinal - -
30 Pit Bull | H3224-B2 12 Tubular complexo I inguinal - -
31 Pit Bull | H3224-B3 12 Tubular complexo I inguinal - -
32 Pit Bull H3224-B4 12 Tubular complexo I inguinal - -
33 Poodle H3306 6 Tubular complexo I inguinal - -
34 | Dachshund | 3267-A2 7 Tubular simples I inguinal - +
35 | Dachshund | H3267-B 7 Tubular simples I inguinal - -
36 SRD H3533 6 Tubular simples I inguinal - -
37 Pinscher H1561 9 Cistico Papilifero Misto 11 inguinal - -
38 SRD H1581 13 Tubular Simples 11 - - -
39 Poodle H1584 8 Cistico Papilifero Simples I axilar - -
40 SRD H1560 10 Cistico papilifero simples misto I inguinal - -
41 poodle H3414 6 Tubular complexo I inguinal - -
42 cocker H3464 13 Tubular complexo I inguinal - -
43 SRD H3468 12 Tubular complexo I inguinal - -
44 maltés H3490-2 8 Tubular simples 11 - - -
45 poodle H3616 - Tubular complexo I inguinal - -
46 poodle H3618 7 Tubular simples I inguinal - -
47 SRD H3643 - Tubular complexo I inguinal - -
48 poodle H3560-6 19 Tubular simples 11 inguinal - +
49 | Doguealemdo | H3557-3 9 Tubular complexo 11 inguinal - -
50 SRD H3564-13 12 Tubular simples I inguinal - -
51 maltés H34490-1 8 Tubular simples 11 - - -
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Em cortes de linfonodos corados pela hematoxilina-eosina, identificou-se elevada
densidade celular, dificultando a deteccdo de eventuais células invasoras (figura 1).
Constatou-se a colonizagdo de tecido linfoide por células neoplasicas em 7 linfonodos

(figuras 2 e 3), correspondendo a 13,7 % dos casos estudados, sendo a maior incidéncia em

carcinomas grau lll de malignidade, sempre acompanhados por micrometastases.

Figura 1. Fotomicrografia de corte histol6gico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, apresentando intensa celularidade cortical e discreta distenséo sinusal.
Auséncia de tecido neoplasico. Hematoxilina-eosina, 10x.

Com o emprego de imunomarcagdo, constatou-se a presenca de coldnias de células
neoplasicas em parénquima linfoide em 10 casos (figuras 4 e 5), correspondendo a 19,6%

do total de casos avaliados.
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Figura 2. Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, exibindo colonizacao cortical por populacdo de células neoplasicas,
apresentando plemorfismo e agregacéao sélida (seta). Hematoxilina-eosina, 10x.

Figura 3. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, exibindo colonizacdo metastatica em tecido linfoide, apresentando
padrao cistico-papilifero. Hematoxilna-eosina, 10x.
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Figura 4. Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, exibindo colénia de células neoplasicas AE1-AE3+. LSAB contacorado
com hematoxilina, 40x.

Figura 5. Fotomicrografia de corte histoldgico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, exibindo elevada densidade de células neoplasicas AE1-AE3+
povoando seio subcapsular. LSAB contracorado com hematoxilina, 10x.
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Os cortes em que se observou a presenca de células neoplasicas restritas ao
sistema sinusal linfoide, com auséncia de infiltracdo neoplasica em parénquima linfoide, ndo
foram caracterizados como metastaticos, conforme orientacdo de Sobin & Wittekind, 2002,
admitindo que nessas situacfes as células neoplasicas estdo em circulagéo.

Comparando-se a imuno-histoquimica com a histologia convencional identificou-se
um aumento de 5,9% nos resultados positivos. Assim, houve concordancia de resultados na
pesquisa de micrometastases em 94,1% dos cortes examinados. Se considerarmos apenas
0s casos inicialmente considerados livres de metastases, a avaliacdo imuno-histoquimica
revelou a presencga de micrometastase oculta em 6,8% das amostras.

Tomando-se a imuno-histoquimica como procedimento diagndstico de referéncia, o
método convencional apresentou sensibilidade de 70,0% e valor preditivo negativo de
93,2%.

Em alguns cortes submetidos a imunomarcacao, foi observada populacdo sinusal
marcada intracitoplasmaticamente em padrdo granular, distintamente da coloragéo
homogénea observada para citoceratinas, correspondendo a histidcitos (figura 6).

Um dos linfonodos inicialmente diagnosticados como livre de células neoplasicas,
gue apresentou discreta colonia de células tumorais positivas para AE1-AE3 a avaliagédo
imuno-histoquimica, foi reavaliado pelo método convencional e ndo foram detectadas

colénias nos cortes corados pela hematoxilina-eosina.
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Figura 6. Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo regional de cadela portadora de
carcinoma mamario, apresentando histiécitos albergando debris citoplasmaticos castanhos
simulando imunopositividade (setas). LSAB contracorado com hematoxilina, 40x.
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Discusséao

Foram selecionados para o estudo casos de cadelas portadoras de carcinomas
mamarios, nas quais se optou pela retirada cirdrgica da forma¢cdo mamaria e de ao menos
um linfonodo regional. Corroborando os dados de literatura que referem a auséncia de
predisposicdo racial, predominaram animais sem raca definida e poodles, provavel reflexo
da distribuicéo racial da populagéo canina local (Peleteiro 1994, Cavalcanti & Cassali, 2006).
A idade das cadelas estudadas variou entre 4 a 19 anos, sendo a idade média de 9,7 anos,
acompanhando a média esperada para essa condi¢cdao, que indica maior concentracao de
casos de neoplasias mamarias em cadelas entre 9 e 11 anos (Benjamin et al. 1999, Cassali
2002, De Nardi et al. 2007).

Confirmando a relagdo entre graduacdo histolégica e agressividade biologica,
identificou-se incidéncia crescente de micrometastases em fungdo do grau histolégico do
tumor primario, observando-se disseminagéo linfoide em todos os casos de carcinomas de
grau lll. Merece destaque a auséncia de colonizagdo nodal em tumores complexos, casos
em que ha expansao mioepitelial, reforcando estudos que referem menor agressividade
biologica nessas condi¢cdes (Misdorp 2002). Matos et al., 2006, observaram, dentre 44
amostras positivas para células carcinomatosas em linfonodos, apenas duas contendo
populagcédo mioepitelial.

Dentre os diversos fatores progndsticos em tumores mamarios caninos esta, além do
tamanho tumoral e do padrao e grau histolégicos, a condi¢do dos linfonodos, informacéo
também central para o estadiamento do paciente (Sorenmo 2003, Karayannopoulou et al.
2005).

O comprometimento nodal pode envolver macrometastases, micrometastases e
ninhos isolados de células tumorais, estando a deteccdo das duas ultimas condi¢Bes
relacionadas a uma adequada representacdo e abordagem histopatolégica. Segundo Wong

et al, 2001, na espécie humana o tecido linfoide histologicamente representado
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corresponde a aproximadamente 1% da totalidade dos linfonodos, sendo fundamental a
realizacdo de cortes seriados para o aumento da representatividade da amostra histoldgica,
pois o completo rastreamento de colénias metastaticas em linfonodos envolveria a avaliacdo
de 330 a 500 cortes por linfonodo (Weaver 2009), procedimento inviavel em condi¢des de
rotina. Pargaonkar et al., 2003, evidenciaram acréscimo na deteccdo de micrometastases
mediante a adicdo de novos niveis de seccdo da amostra histoldgica, porém sem chegar a
uma indicacdo precisa de nivel ideal de amostragem. Recentemente, Pefia et al., 2013,
recomendaram a emblocagem dos linfonodos em fatias de no maximo 2mm, a partir das
quais devem ser feitos cortes seriados, independentemente da existéncia de alteracbes
macroscopicas. Corroborando essas indica¢cdes, em nosso estudo um dos linfonodos
inicialmente diagnosticados como livres de células neoplasicas apresentou discreta colénia
de células tumorais positivas para AE1-AE3 a avaliacdo imuno-histoquimica. A amostra
original foi reavaliada pelo método convencional e ndo foram detectadas colénias nos cortes
corados por hematoxilina-eosina, sugerindo a necessidade de maior representacdo do
tecido. Em relag@o ao padréo de crescimento neoplasico, os tumores solidos se distanciam
da arquitetura original mamaria, aproximando-se da arquitetura linfoide, representando um
desafio diagnostico em cortes corados pela hematoxilina-eosina (Macewen et al. 1985). Em
consequéncia dessas limita¢des, novas formas de pesquisa sdo propostas para incrementar
a deteccdo de micrometastases linfoides, como a utilizacdo de métodos imuno-
histoquimicos, possibilitando a marcacdo especifica de células epiteliais em territorio
linfoide. Estudos dessa natureza sdo numerosos em Medicina Humana (Czerniecki et al.
1999, Wong et al. 2001, Cohen et al. 2002, Sobin et al. 2009), sendo recentemente
relatadas as primeiras abordagens em cdes (Matos et al. 2006, Hoinghaus et al. 2007).
Alternativamente, alguns pesquisadores empregam protocolos de biologia molecular, como
0 RT-PCR, para a pesquisa de células neoplésicas no tecido linfoide, sendo a auséncia de
referéncia morfolégica uma limitacéo do procedimento (Pegolo et al. 2013).

O significado biol6gico das micrometastases em carcinomas mamarios ainda é
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incerto, existindo uma tendéncia a admitir-se a condicdo de doenca generalizada a partir de
minima invasao neoplasica em tecido linfoide (Izbicki et al. 2002), pois apresenta carater
progndéstico em carcinomas de es6fago, estbmago e pancreas na espécie humana (Maehara
et al. 1996, Hosch et al. 1997). Szczubial & Lopuszynski., 2011, evidenciaram relacéo entre
macrometastases e sobrevida em cadelas com carcinomas mamarios. Ja a identificacao de
grupos isolados de células tumorais em parénquima linfoide parece nao interferir na
evolucao clinica do paciente oncolégico (Sloothaak 2013).

Em nosso estudo, a imunomarcacao foi capaz de elevar a sensibilidade do método
diagndstico, determinando aumento de 5,9% no niumero de casos com micrometéastases em
linfonodos. Tais achados corroboram os dados de outros autores, que evidenciaram um
incremento em 9,2% e 6,8%, respectivamente, de tumores metastaticos em linfonodos
previamente diagnosticados como livres de células tumorais pela histopatologia
convencional (Matos et al 2006, Hoinghaus et al. 2007).

Deve-se ressaltar o cuidado na interpretacdo da imunomarcacgdo, pois as células
metastaticas devem ser diferenciadas de células reticulares ceratina-positivas e de
particulas ceratina-positivas isoladas (Domagala et al. 1992; Doki et al. 2002), além da
frequente marcacao inespecifica no citoplasma de histidcitos, assumindo aspecto granular, o
gue permite a distincdo em relacdo a coloracdo mais homogénea de componentes do
citoesqueleto. Inclusbes glandulares benignas, formando discretos agregados de células
epiteliais eventualmente acompanhadas por mioepitélio em capsula nodal, sdo outro
potencial fator de erro, porém essas estruturas ainda nao foram descritas na espécie canina
(Hicks 2011).

Nas situacfes em que células neoplasicas restringiram-se ao sistema sinusal, 0s
animais foram considerados livres de crescimento metastético, conforme recomendacéo da
Organizacdo Mundial de Saude (Sobin et al. 2009). No entanto, essa interpretacdo €
controversa. Hartveit & Lilleng, 1996, identificaram pior prognéstico em pacientes com

colonizacdo restrita ao sistema sinusal de linfonodos, em comparacdo com aqueles que
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apresentavam focos de crescimento tumoral metastatico de carcinoma mamario em
paréngquima de linfonodo. Khalifa & Smith, 2009, sugerem que a presenca de células
tumorais em estruturas sinusais equivale, em termos prognésticos, a colbnias
parenquimatosas. A partir dessa interpretacdo a abordagem molecular das micrometéstases
ganha novo significado, considerando-se a maior sensibilidade e especificidade inerentes ao
método quando comparado a imuno-histoquimica, o que possivelmente explica a relacao
entre micrometastases nodais detectadas por RT-PCR e pior progndstico em pacientes
portadores de carcinoma mamario (Iddings et al 2006).

Considerando-se a abordagem imuno-histoquimica, uma possivel fonte de casos
falso-
negativos relaciona-se a carcinomas altamente invasivos, dada a possivel perda da
expressado de ceratinas nas células neoplasicas durante a chamada transicdo epitelial-
mesenquimal. Biologicamente, a reducéo na expressao de ceratinas torna a célula mais
flexivel, o que potencializa sua atividade invasora e migratéria (Seltmaan et al. 2013).

Assim, estudos prospectivos envolvendo aprimoramento na deteccdo de
micrometastases linfoides sdo fundamentais para aclarar a relagdo esses eventos e o
prognéstico em caes portadores de carcinomas mamarios, possibilitando o adequado

estadio e tratamento desses animais.
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Concluséo

O emprego da imunomarcacdo na pesquisa de micrometastases de carcinoma
mamario em linfonodos de cées determinou aumento de sensibilidade no procedimento em
relacdo a histopatologia convencional, sugerindo sua indicacdo como método diagndstico
complementar nessas condi¢cfes, aperfeicoando o estadio e a abordagem terapéutica dos

pacientes oncologicos.
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