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neoplasia in bitches.] Linfonodo axilar como sentinela de neoplasia mamaria em cadelas.
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Mammary tumors research in bitches is important due to their high incidence. The aim
of this study was to evaluate the importance of the axillary lymph node as a sentinel lymph
node for mammary neoplasms in female dogs. Forty-nine bitches with mammary neoplasia
were submitted to total unilateral mastectomy, and the axillary lymph node was identified
using the patent blue dye. This lymph node was processed routinely for histopathological
analysis and stained with hematoxylin-eosin and by immunohistochemistry (IHC) with
cytokeratin antibody (AE1/AE3) to search for metastasis. Eight dogs had axillary lymph
node metastases, seven of which were detected by histopathology and by IHC and only one
by IHC (micrometastasis). One dog who presented tumor in caudal and inguinal abdominal
mammary glands had metastases in the axillary and inguinal lymph nodes. It is concluded
that the mammary tumor can cause alteration in lymphatic drainage leading to metastases
in lymph nodes which normally do not drain certain glands; so the removal of the axillary
lymph node should be included as a routine technique to allow better staging of mammary
neoplasms of bitches.

INDEX TERMS: Axillary lymph node, mammary, neoplasia, bitches, sentinel lymph node, pathology.

RESUMO.- Linfonodo axilar como sentinela de neoplasia  detectadas por histopatologia e por IHQ e uma somente pela

mamaria em cadelas. O estudo dos tumores de mama em
cadelas é de grande importancia devido a alta frequéncia
com que surgem na clinica de pequenos animais. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a importédncia do linfonodo
axilar como sentinela em neoplasias mamarias de cadelas.
Foram avaliadas 49 fémeas com neoplasia mamaria, submetidas
a mastectomia unilateral total, utilizando o corante azul
patente para a identificacao do linfonodo axilar, o qual foi
submetido a analise histopatoldgica com a coloracdo de
hematoxilina-eosina e imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpo
citoqueratina (AE1/AE3) para procura de metastase. Oito cadelas
apresentaram metastases em linfonodo axilar, sendo sete
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[HQ (micrometastase). Uma paciente que apresentava tumor
em mamas abdominal caudal e inguinal tinha metastase no
linfonodo axilar e inguinal. Assim, observa-se que o tumor
pode causar alteracdo na drenagem linfatica provocando
metastase em linfonodos que normalmente ndo drenam
determinadas mamas, por isso a retirada do linfonodo axilar
deve ser incluida como técnica de rotina para permitir melhor
estadiamento das neoplasias mamarias de cadelas.

TERMOS DE INDEXACAO: Linfonodo axilar, neoplasia mamaria,
cadelas, linfonodo sentinela, patologia.

INTRODUCAO

Neoplasmas mamarios sdo os tumores mais frequentes em
cadelas; esses animais devem ser submetidos a estadiamento
para definir progndstico e protocolo terapéutico da doenga,
assim como é feito em mulheres. Quando submetidas
ao procedimento cirdrgico de mastectomia, o linfonodo
inguinal por sua posicdo anatémica é retirado junto da mama
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correspondente. Entretanto o linfonodo axilar somente
é retirado quando ha alteracdo na palpacdo do mesmo.
Isso ocorre, em parte, devido a dificuldade de sualocalizacao
e pela falta de estudos que comprovem a importancia de sua
remocao (Cassali et al. 2014).

0 linfonodo sentinela (LNS) é definido como o primeiro
ganglio linfatico a drenar uma neoplasia, e por esta razdo
deve ser o primeiro sitio a receber células tumorais se
ocorrer disseminacao linfatica (Paz et al. 2001, Tuohy et al.
2009). Cada vez mais tem sido observado que quando ha
presenca de tumor na cadeia mamaria, a drenagem linfatica
ndo segue o padrdo descrito pela literatura, o que se deve a
linfangiogénese estabelecida pela presenca do neoplasma.
Estudos demonstram que linfonodos correspondentes a regides
que possuem neoplasia mesmo sem apresentar alteracdo
de tamanho e consisténcia podem ja estar com metastase
(Beserra et al. 2016).

Foi observado que coletar amostra somente do linfonodo
mais préximo ao nédulo ndo tem sido suficiente para um
correto estadiamento tumoral e pode ser negligenciada a
presenca de doencga locorregional (Sonremo et al. 2013).
A inspecdo do linfonodo regional deve fazer parte da rotina
de avaliacdo dos tumores de mamas em cadelas, pois a
presenca de metastase tem impacto no estadiamento tumoral
do cancer, na sobrevida e no tratamento a ser determinado
(Cassali et al. 2014).

Linfonodos podem apresentar metastase (detectadas
pela técnica histolégica de rotina hematoxilina e eosina) ou
micrometastases, o que se refere a disseminagao sistémica
de um pequeno nimero de células tumorais que nio sio
detectadas por histopatologia e que podem ser a grande
responsavel pela doen¢a metastatica em pacientes inicialmente
diagnosticados como linfonodo negativo (Tuohy etal. 2009).
Em humanos é comum a utilizagdo de citoqueratina para detectar
micrometastases ocultas em linfonodos regionais. Ao utilizar
essa técnica, é possivel avaliar progndstico relacionado ao
intervalo livre de doenca e sobrevida global das mulheres
submetidas a linfadenectomia (Sorenmo et al. 2011).

Este trabalho teve como objetivo avaliar aimportancia do
linfonodo axilar como sentinela em cadelas com neoplasias
mamaria submetidas a mastectomia unilateral total.

MATERIAL E METODOS

Foram tratadas 49 cadelas de diferentes racas, com idade variada,
provenientes do atendimento do Hospital de Clinicas Veterinarias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-FAVET-UFRGS)
que apresentavam neoplasia mamaria. Esse estudo foi realizado no
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (HCV-UFRGS) e no Laboratério de Anatomia Patolégica
da FAVET-UFRGS, ap6s aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de
Animais da UFRGS (CEUA) sob o numero 26411.

Néo foram incluidas no estudo cadelas com metastase a distancia,
que tinham recebido quimioterapia citorredutora prévia ou que
possuissem outra doenc¢a concomitante que impossibilitasse a
paciente de ser submetida ao procedimento anestésico e cirirgico.
As pacientes ndo podiam ter sido submetidas a nenhuma cirurgia
relacionada as glandulas mamarias.

Com as pacientes ja anestesiadas, era aplicado o corante azul
patente para marcacdo linfatica e entdo era removido o linfonodo axilar
antes da realizagdo da mastectomia. O tempo entre a aplicagdo do
corante e aretirada do linfonodo foi de aproximadamente 10 minutos

(figura 1). A defini¢do da técnica cirtirgica de mastectomia unilateral
total foi baseada em outro estudo (Stratmann et al. 2008) que mostrou
que quando se realiza mastectomia regional, ainda restam 58% de
chance de recidiva do tumor no restante da cadeia mamaria ipsilateral.

As amostras (cadeia mamadria e linfonodos) coletadas durante
o procedimento cirdrgico foram imersas em solugdo de formalina
a 10% e encaminhadas imediatamente ao Setor de Patologia da
Faculdade de Veterinaria. Ap6s 24 horas foram processadas pela
técnicarotineira de inclusdo em bloco de parafina, do qual se obteve
corte histolégico para coloragdo de hematoxilina-eosina (HE).
Os tumores foram classificados conforme classificagdo ja publicada
(Goldschmidt et al. 2011).

As laminas confeccionadas a partir dos blocos de parafina dos
linfonodos inguinal e axilar de cada paciente foram submetidas a
técnica de imuno-histoquimica (IHQ) com o anticorpo monoclonal
citoqueratina (AE1/AE3) para deteccdo de células epiteliais
metastaticas. Linfonodos foram determinados positivos pela IHQ
quando houve marcagdo de células epiteliais evidenciadas pela cor
marrom (figura 2). Todas as laminas dos tumores primarios e dos
linfonodos foram avaliadas pelo mesmo patologista.

RESULTADOS

No total, 49 pacientes tiveram a cadeia mamaria e linfonodo(s)
avaliados por histopatologia com a coloragao de hematoxilina-eosina
e [HQ com anticorpo citoqueratina (AE1/AE3). Todas as cadelas
realizaram exames pré-cirurgicos para correto estadiamento
tumoral, o que permitiu que oito delas fossem excluidas por
presenca de metastase a distancia. As pacientes que puderam
ser incluidas foram submetidas a minucioso exame clinico
dos linfonodos pela palpagio, no qual somente duas tiveram
linfonodos axilares palpaveis no exame clinico.

Os tipos histoldgicos mais frequentes foram o carcinoma
em tumor misto e o carcinoma complexo, com 11 casos cada.
Além disso, foram 8 casos de carcinossarcoma, 7 casos de
carcinoma e mioepitelioma maligno, 7 carcinomas simples
tubulopapilar, dois carcinomas sélidos, um caso de tumor
misto benigno, um caso de comedocarcinoma e somente tumor
benigno (adenoma de glandula mamaria). A mama inguinal
foi a que mais apresentou nédulos (32,65% dos tumores

Fig.1. Retirada de linfonodo axilar (seta laranja) em uma cadela com
tumor de mama impregnado com corante azul patente 2,5%, o
qual foi aplicado em mama torécica cranial por via intradérmica.
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Fig.2. (A,B) Linfonodos de cadelas com tumor de mama apds técnica de imuno-histoquimica com anticorpo pancitoqueratina revelando

células epiteliais (coradas de marrom).

estavam nessa mama) e apesar disso ndo foram encontrados
muitos casos de metastase em linfonodo inguinal (3 no total).

De todas as cadelas incluidas no estudo, oito
das 49 apresentaram linfonodo axilar positivo, dessas sete
detectadas por histopatologia e por IHQ imuno-histoquimica
e uma somente na IHQ na imuno-histoquimica. No presente
estudo, 11 (22,45%) cadelas apresentaram metastase em
linfonodo, sendo oito (16,33%) somente em linfonodo axilar,
trés em linfonodo inguinal e duas cadelas em ambos.

Foi observado maior nimero de linfonodos axilares com
metastase (8/49) do que de inguinal (5/49) apesar de a neoplasia
em mamas caudais ter sido mais frequente. Com relagdo ao
total de cadelas submetidas a avaliacdo para participar do
estudo, 8 de 58 (13,79%) apresentaram nédulos pulmonares,
indice abaixo da metastase em linfonodo, considerando ainda
que as 8 pacientes nio incluidas no experimento nao tiveram
seus linfonodos avaliados e ndo entraram na avaliacio final.

Considerando as 49 pacientes incluidas no estudo, o que
gerou a andlise de 245 mamas (5 por cadela), foi realizada uma
correlacdo entre mama acometida e percentual de nddulos com
metastase. Foi observado que na mama toracica cranial (M1)
de 11 nédulos observados, 4 (36,4%) apresentaram metastase.
Foi comparado pelo teste Exato de Fisher o percentual de
nédulos com metastase da M1 com o percentual nas outras
mamas e vemos que essa se destaca por ter uma maior
quantidade de nddulos com metastase quando comparada
com as outras (P=0,011). As outras mamas (M2 a M5) nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
Uma paciente que apresentava tumor em mamas abdominal
caudal e inguinal tinha metastase no linfonodo axilar e
inguinal. A maioria das pacientes (62,5%) que apresentou
metastase em linfonodo axilar tinha nédulos maiores que
3cm de diametro, e 4/8 (50%) maiores que 5cm.

DISCUSSAO

Devido a evidéncia de linfangiogénese nos casos de neoplasma
mamario, esse estudo foi focado no interesse de avaliar o
percentual de metastase em linfonodo axilar em cadelas
submetidas a mastectomia, devido ao fato de o mesmo
raramente ser retirado, exceto em caso de alteragao na
palpacao (Tuohy et al. 2009). Foi observado nesse estudo
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que apenas duas pacientes tinham aumento de tamanho e
alteracdo de consisténcia do linfonodo axilar na avaliagdo
clinica, mas 8 apresentaram linfonodo axilar com células
neoplasicas, o que mostra que a palpacdo nao pode ser
utilizada como parametro para remocao do linfonodo. Além
disso, houve maior percentual de metastase no linfonodo
axilar quando o tumor estava nas mamas toracicas, o que
sugere que neoplasma nas mamas craniais tende a ser mais
agressivos do que nas mamas caudais.

Uma cadela com neoplasia em mama abdominal caudal
apresentou metastase nos linfonodos axilar e inguinal.
Considerando que essa mama é encontrada préxima ao
linfonodo inguinal superficial, ndo seria realizada a retirada
do linfonodo axilar pela técnica de rotina. Entretanto, outro
estudo (Pereira et al. 2003) relatou que em cadelas sadias
essa mama drena exclusivamente para o linfonodo inguinal
superficial, mas em animais com neoplasia mamaria pode ser
encontrada também comunicacdo da mesma com o linfonodo
axilar, o que facilitaria a ocorréncia de metastase para
cabeca, pescoco e torax. Assim como descrito anteriormente
(Pereira et al. 2003, Patsikas et al. 2006), este estudo nao
apresentou pacientes com tumores somente em glandulas
mamaria inguinal com metastase em linfonodo axilar, mas
sugere-se que estudos com maior nimero de animais sejam
feitos para que seja possivel determinar se realmente ndo
ocorre essa comunicagao.

A imuno-histoquimica demonstrou ser um método valido,
pois todas as pacientes com metastase diagnosticada na
histopatologia tiveram o resultado confirmado pela presenga
de células epiteliais no linfonodo através da marcacdo com
o anticorpo citoqueratina, além de mais duas que revelaram
ter metastase somente pelo método de imuno-histoquimica
(uma em inguinal e uma em axilar). Estudos mostram que
a imuno-histoquimica é uma importante ferramenta em
patologia mamaria para pesquisa de micrometastases em
linfonodo sentinela (Salles et al. 2009, Sorenmo et al. 2011).
Aliteratura relata taxas de deteccao de micrometastases em
7% a 42% em linfonodos axilares de mulheres, dependendo
do método de estudo empregado e que aproximadamente
25% das pacientes linfonodo-negativas desenvolverdo recidiva
da doenga. Acredita-se que a recorréncia seria devido as
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metastases que ndo foram detectadas pelos métodos de rotina
e cujos pacientes foram subestadiados (Salles et al. 2009),
0 que poderia ser extrapolado para pequenos animais, visto
que duas pacientes s tiveram a metastase diagnosticada pela
imuno-histoquimica. Apesar da alta sensibilidade encontrada,
autilizacdo exclusiva da coloracgio rotineira de hematoxilina e
eosina pode dificultar a identificacdo de células metastaticas
isoladas, conduzindo a diagnoésticos falso-negativos (Piato et al.
2008, Beserra et al. 2016)

A correlacdo da ocorréncia de metastase em linfonodo
axilar considerando o intervalo de confianca 95% sé foi
significativa na mama toracica cranial (M1), a qual das
11 cadelas com neoplasia nessa mama, quatro foram positivas.
Isso corresponde a 36,4% apresentando metastase. O teste
exato de Fisher mostrou que a mama toracica cranial se destaca
estatisticamente em relacdo a ocorréncia de metastase, ou
seja, a mama mais préxima do linfonodo axilar foi a com
maior indice de metastases. Isso poderia sugerir que as
mamas toracicas craniais sdo mais propensas a desenvolver
metdastase no linfonodo axilar, devido a sua localizacdo, mas
também sugere que neoplasias nessa mama tendem a ser
mais agressivas, ja que as demais que apresentaram nimero
semelhante de tumores ndo causaram metastase em tantos
animais e o valor nao foi estatisticamente significativo. Com os
resultados obtidos foi possivel observar que o linfonodo
axilar, que na maioria as vezes nao é retirado apresentou taxa
muito maior de metastase do que o linfonodo inguinal, o qual
usualmente é removido junto a mama inguinal.

O fato de a glandula mamaria inguinal apresentar maior
numero de nédulos condiz com a literatura que explica que,
por essa glandula geralmente ser a maior de todas da cadeia
mamaria, consequentemente possui maior suprimento
sanguineo e drenagem linfatica (Gomez et al. 2012). Como se
trata de uma andlise secundaria seria necessario um nimero
de pacientes maior para ter um resultado mais confiavel,
pois ndo ha como prever a positividade de metastase e o
calculo amostral foi realizado conforme o que a rotina clinica
e cirargica permitia.

A maioria dos linfonodos axilares com células neoplasicas
tinham nédulos maiores que 3cm. I[sso poderia interferir na
ocorréncia da metastase em linfonodo visto que os estudos
mostram que tumores maiores de 3cm de didmetro sdo
associados a prognoéstico ruim.

Assim como observado nesse estudo, suposi¢oes quanto a
drenagem linfatica com base unicamente na proximidade do
tumor primdrio com o linfonodo nem sempre estao corretas
(Tuohy et al. 2009) e o conhecimento da drenagem linfatica
de glandulas mamarias de cadelas com neoplasia é muito
importante para o cirurgido nao sé para realizar a técnica
cirdrgica mais adequada, mas também para a determinagao
de um progndstico pés-cirurgico preciso (Patsikas et al. 2006).

CONCLUSOES

A avaliacdo histopatolégica do linfonodo foi essencial para
determinar se havia ou ndo presenca de metastase.

A analise imuno-histoquimica revelou ser util na identificacio
de micrometastases de origem epitelial, as quais ndo puderam
ser detectadas na técnica de hematoxilina-eosina.

Neoplasias em mamas tordcicas craniais se mostraram
estatisticamente propensos a maior ocorréncia de metastase
no linfonodo axilar quando comparados a nddulos em outras
mamas.

O neoplasma pode causar altera¢do na drenagem linfatica
provocando metastase em linfonodos que normalmente nao
drenam determinadas mamas; por isso a retirada do linfonodo
axilar deve ser incluida como técnica de rotina para permitir
melhor estadiamento das neoplasias mamarias de cadelas.
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