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Nos canídeos, os tumores mamários espontâneos são contabilizados como a segunda neoplasia mais frequente, sendo apenas ultrapassados pelos tumores cutâneos. Considerando apenas as cadelas, os tumores de mama constituem a neoplasia espontânea mais comum, representando cerca de 50% dos casos observados. 
A presente dissertação teve como objetivo avaliar e caracterizar a expressão da proteína p-mTORSer2448 (phosphorylated mammalian target of rapamycin) utilizando imunohistoquímica (IHC) em tecidos parafinados de tumores de mama malignos de cadela. Pretendeu-se esclarecer se esta molécula está ativa e se participa no desenvolvimento e progressão dos carcinomas mamários em cadelas e averiguar se existe uma associação entre os níveis de expressão de p-mTOR com o grau, tipo histológico e metastização ganglionar das lesões estudadas.
A mTOR participa e é ativado por fosforilação pela via de sinalização celular PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinase)/Akt (Proteína kinase B). Esta molécula apresenta um papel regulador do crescimento e homeostasia celular, sendo que a sua expressão está frequentemente alterada em neoplasias. Por esta razão, encontra-se atualmente em estudo como um potencial alvo de terapia anti-neoplásica.
Observou-se imunoexpressão de p-mTOR nos carcinomas mamários caninos, não se observando marcação no epitélio luminal e no mioepitélio da glândula mamária normal. A expressão citoplasmática de p-mTOR foi observada em mais de três quartos dos casos estudados. Foi encontrada uma associação entre p-mTOR e o grau histológico, parecendo que os tumores de grau histológico mais elevado mostraram menor expressão deste marcador, comparativamente com os de grau histológico intermédio e baixo. As metástases ganglionares incluídas no estudo mostraram imunoexpressão igual ou inferior comparativamente à expressão exibida no tumor primário.
Durante este período de estágio, para além do desenvolvimento deste trabalho de investigação, acompanhei a rotina do laboratório de Patologia Veterinária do ICBAS, assistindo e colaborando na realização do exame macroscópico das amostras recebidas e no respetivo diagnóstico histopatológico. Tive igualmente a oportunidade de participar nos exames de necrópsia realizados no âmbito das aulas práticas de Anatomia Patológica I do Mestrado Integrado em Medicina Veterinária.
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As cadelas apresentam normalmente 5 pares de glândulas mamárias, anatomicamente designadas como torácica cranial (M1), torácica caudal (M2), abdominal cranial (M3), abdominal caudal (M4) e inguinal (M5). As glândulas mamárias das cadelas e outros mamíferos são glândulas sudoríparas apócrinas modificadas, formadas por uma rede de ductos e alvéolos rodeadas por um estroma fibro-vascular (Silver 1966).
Histologicamente, a glândula mamária possui uma estrutura túbulo-alveolar, sendo constituída por duas camadas celulares: uma camada interna de células epiteliais luminais de natureza secretora e uma camada externa, justaposta à camada basal, constituída por células mioepiteliais que apresentam uma forma cuboide ou fusiforme dependendo da fase hormonal (Orfanou et al. 2010, Sorenmo et al. 2011).
Os tumores mamários caninos (TMC) são o tipo de neoplasia mais frequente em fêmeas inteiras. Aproximadamente 40 a 50% destas lesões são classificadas histologicamente como tumores malignos, sendo a infiltração tumoral local e a metastização as principais causas de morbilidade e mortalidade (Lana et al. 2007, Santos et al. 2011).
De forma geral, nos TMC malignos a metastização ocorre por via linfática para os gânglios regionais ou por via hematogénea para os pulmões, principal sede de metástases à distância (Sorenmo 2003, Sorenmo et al. 2011).
As neoplasias mamárias caninas são classificados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (Misdorp et al. 1999) de acordo com as suas características morfológicas, sendo a sua nomenclatura derivada da descrição das características microscópicas tumorais observadas. Esta classificação divide-se em quatro grandes grupos: tumores malignos; tumores benignos; tumores não classificados; hiperplasias/displasias mamárias (Tabela 1).
Dentro do grupo dos tumores malignos incluem-se os carcinomas simples, estes subdividem-se em carcinoma tubulopapilar, carcinoma sólido e carcinoma anaplásico dependendo do arranjo arquitetural predominante. Nestes carcinomas existe proliferação de apenas um tipo celular (epitelial luminal ou mioepitelial), enquanto que nos carcinomas complexos este dois tipos celulares coexistem. Tendo em consideração o grau de diferenciação e o seu comportamento biológico, os carcinomas simples podem ser organizados em termos de malignidade crescente em tubulopapilares, sólidos e anaplásicos (Misdorp et al. 1999).
.


	Tumores Malignos
	
Carcinoma não infiltrativo (in situ)
Carcinoma complexo
Carcinoma Simples
Carcinoma Tubulopapilar
Carcinoma Sólido
Carcinoma Anaplásico
Carcinomas de tipos especiais
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lípidos
Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Outros sarcomas
Carcinossarcomas
Carcinoma ou Sarcoma em tumor benigno


	Tumores Benignos
	
Adenoma
Adenoma Simples
Adenoma Complexo
Adenoma Basalóide
Fibroadenoma
Tumor Misto Benigno
Papiloma Ductal


	Tumores não classificados
	

	Hiperplasias/Displasias mamárias
	
Hiperplasia Ductal
Hiperplasia Lobular
Hiperplasia Epitelial
Adenose
Cistos
Ectasia Ductal
Fibrose focal (fibroeclerose)
Ginecomastia


Tabela 1: Classificação histológica dos tumores mamários da cadela (OMS, 1999). 
Adaptado de Misdorp et al, 1999



































A carcinogénese mamária assenta num processo sequencial que envolve a acumulação de múltiplas alterações genéticas. As células tumorais tornam-se autónomas em fatores de crescimento, tornam-se insensíveis a sinais anti-crescimento, criam mecanismos de resistência à apoptose, aumentam o seu potencial replicativo, promovem a angiogénese, e invadem localmente ou por via hematogénea e/ou linfática provocando o crescimento de metástases em órgãos à distância (Hanahan & Weinberg 2000). A forma como as células tumorais adquirem estas capacidades pode variar amplamente em termos de mecanismos e de cronologia, sendo influenciado por uma multiplicidade de vias de sinalização celular. A via da mTOR participa na replicação da célula tumoral, na modulação da angiogénese e na invasão tumoral. 
A mTOR é uma proteína kinase serina-treonina com 290 KDa, incluído na via de sinalização celular PI3K/Akt, que participa na regulação geral do anabolismo, crescimento, proliferação e sobrevivência celular.
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                         Figura 1. Via simplificada de PI3K/Akt/mTOR.

A mTOR é ativada pela via PI3K/Akt por fosforilação no resíduo de Ser2448 (phospho-mTORSer2448) e é autofosforilada no resíduo de Ser2481. Os dois mensageiros subsequentes da mTOR são a kinase p70 S6 (S6K1) e o fator de iniciação de translação eucariota 4E-binding protein (4E-BP1) (Murai et al. 2012a). A ativação desta via induz a translação do mRNA e o consequente aumento da síntese proteica, fator-chave para o crescimento tumoral (Figura 1).
São várias as neoplasias em humanos em que foram identificadas alterações em genes que codificam proteínas incluídas na via de sinalização celular da mTOR, entre as quais as neoplasias mamárias, linfomas, melanomas, paragangliomas, carcinomas pulmonares, renais, gástricos, pancreáticos e carcinomas da cabeça e pescoço. (An et al. 2010b, Walsh et al. 2012, Chaux et al. 2013, Ghayee et al. 2013, Han et al. 2013, Monteiro et al. 2013, Simmons et al. 2013, Lopez-Rivera et al. 2014, Vikhreva et al. 2014)
Nos cães, a ativação desta via foi unicamente reportada em amostras histológicas de hemangiomas e hemangiossarcomas (Murai et al. 2012b) e linhas celulares provenientes de melanoma e de osteossarcoma canino (Gordon et al. 2008, Kent et al. 2009). Recentemente foi publicado um estudo por Maniscalco et al. (2013) que investiga a expressão de mTOR e p-mTOR em carcinomas mamários felinos com fenótipo triplo negativo. Este fenótipo em humanos é um distinto subgrupo de cancro de mama, altamente agressivo e de mau prognóstico, que se carateriza por ausência de expressão imunohistoquímica para recetores de estrogénio, recetores de progesterona e ausência de sobrexpressão de HER-2 (Human epidermal growth factor receptor 2).
Nos mamíferos, a mTOR funciona como dois complexos distintos, complexo mTOR 1 e complexo mTOR 2 (mTORC1 e mTORC2) que são constitutivamente preservados das leveduras aos mamíferos. Estes dois complexos multiproteicos atuam, respetivamente, abaixo da via e acima da via Akt (Figura 1). O complexo mTORC1 consiste na mTOR, raptor e mLST8 (GβL) e está localizado abaixo do Akt sendo fosforilado por este no seu resíduo de Ser2448 (Nave et al. 1999); mTORC2 consiste na mTOR, rictor e mLST8 (GβL), e está localizado acima do Akt, fosforilando o Akt no resíduo de Ser473 (Murai et al. 2012a). A deteção da expressão de phospho-mTORSer2448 permite avaliar o complexo mTORC1. Um conjunto crescente de evidências tem demonstrado o envolvimento de ambos os complexos nos processos de motilidade celular, invasão e metastização (Bai & Jiang 2010, Caron et al. 2010, Ciuffreda et al. 2010, Zhou & Huang 2010, Bracho-Valdes et al. 2011, Dazert & Hall 2011, Zhou & Huang 2011, Cheng et al. 2013, Cornu et al. 2013).
 Recentemente foi desenvolvida uma nova geração de inibidores de mTOR (análogos da rapamicina) que se ligam à sua porção catalítica e inibem ambos os complexos (mTORC1 e mTORC2) (Zhou & Huang 2011).
A rapamicina é um macrólido lipofílico bacteriano produzido pela bactéria Streptomyces hygroscopus e foi isolada pela primeira vez numa amostra de solo da ilha da Páscoa (Rapa Nui) durante uma investigação para pesquisa de agentes microbianos no início da década de 70. Subsequentemente verificou-se que esta substância inibia a proliferação de várias células animais, como os linfócitos B e T, sendo por isso um potente imunossupressor. Em 1997, foi aprovada pela FDA (Food & Drug Administration) como fármaco imunossupressor de modo a evitar a rejeição de transplantes renais em humanos (Abraham & Wiederrecht 1996, Gingras et al. 2001, Tsang et al. 2007).
A rapamicina exerce a sua ação antineoplásica ao bloquear o complexo mTORC1, resultando na paragem do ciclo celular na fase G1 (Carraway & Hidalgo 2004, Zhou & Huang 2011). A molécula mTOR tem adquirido um interesse crescente por ser um importante alvo na terapia anti-tumoral. No tratamento do cancro de mama vários fármacos inibidores da mTOR tais como o everolimus, deforolimus e temsirolimus têm sido utilizados em ensaios clínicos (Nguyen et al. 2012, Mayer 2013).
Apesar da rapamicina ter sido utilizada experimentalmente e na prática clínica como agente imunossupressor em cães e gatos (embora com importantes efeitos secundários, tais como: vasculite, peritonite, diarreia, ulceração oral, intussusceção e emaciação) a informação disponível é limitada no que concerne ao seu uso como potencial fármaco antineoplásico em medicina veterinária (Collier et al. 1990, Ochiai et al. 1993, Hartner et al. 1995).
Em medicina humana, os benefícios da rapamicina e dos seus derivados com efeitos anti-neoplásicos são melhor conhecidos e esta é usada como monoterapia ou em combinação com tratamentos convencionais de quimioterapia (Gordon et al. 2008, Kent et al. 2009).
Este trabalho tem como objetivo estudar a expressão imunohistoquímica da proteína p-mTORSer2448 em carcinomas mamários de cadelas e avaliar a sua associação com algumas caraterísticas histopatológicas das lesões, nomeadamente o grau e tipo histológico, assim como com o desenvolvimento de metástases ganglionares.
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Neste estudo retrospetivo foram utilizadas 45 amostras de carcinomas simples de mama de cadela e respetivas metástases ganglionares (n=15), assim como 5 amostras de glândula mamária normal.
As lesões neoplásicas e respetivos gânglios linfáticos foram recolhidas do arquivo do laboratório de Patologia Veterinária do ICBAS tendo sido selecionados casos recebidos entre 2009 e 2013, enquanto que as amostras de mama normal foram obtidas no decorrer das aulas de necrópsia inseridas na unidade curricular de Anatomia Patológica I do Mestrado Integrado em Medicina Veterinária do ICBAS-UP.
Estas amostras foram incluídas em parafina e posteriormente submetidas a um corte de 3 µm de espessura e à coloração de rotina hematoxilina-eosina (H&E) para proceder ao diagnóstico histológico e determinação do grau histológico das lesões.
O diagnóstico histopatológico foi efetuado de acordo com a classificação da Organização Mundial de Saúde – OMS (Misdorp et al. 1999) para tumores mamários de cadela (Tabela 1).
O grau histológico dos tumores foi determinado com recurso ao método de Nottingham (Elston & Ellis 1993) que consiste na avaliação dos seguintes parâmetros morfológicos: diferenciação tubular, pleomorfismo nuclear e número de figuras de mitose. A cada critério foi atribuído uma pontuação (de 1 a 3) cuja soma permite estimar o grau histológico dos tumores, dividindo-os em Grau I (tumor bem diferenciado), Grau II (tumor moderadamente diferenciado) ou Grau III (tumor pouco diferenciado). As figuras de mitose foram contadas em 10 campos de grande ampliação selecionados na periferia do tumor (Tabela 2).

Tabela 2: Critérios para aplicação do Método de Nottingham (Elston & Ellis, 1993) em carcinomas mamários.
	Parâmetro Histológico
	Pontuação

	
Formação de Túbulos 
- Em mais de 75% da área tumoral
- Em 10 a 75% da área tumoral
- em menos de 10% da área tumoral
	
1
2
3

	
Pleomorfismo nuclear
- núcleos pequenos e uniformes
- núcleos aumentados e com variações na forma
- núcleos com acentuada variação no tamanho e forma
	
1
2
3

	
Número de figuras de mitose (10 HPF)*
- 0-8
- 9-17
- > 18
	
1
2
3

	
Pontuação total                                        Graduação final
3 a 5                                                                   I
6 e 7                                                                   II
8 e 9                                                                   III


* Valor estimado para microscópio Nikon Eclipse 600, com diâmetro de campo de observação de 0,55 mm na ampliação de 40x.



A expressão da proteína p-mTOR foi avaliada através do uso da técnica de imuno-histoquímica. O método de detecção utilizado foi o NovoLink Polymer Detection System (Newcastle, UK) que consiste num método indireto desenvolvido em dois passos ou camadas: a primeira camada é representada por um anticorpo primário não marcado específico para a proteína em questão e a segunda camada é constituída por uma cadeia de polímero à base de dextrano que incorpora na sua constituição vários anticorpos secundários, o que amplifica as possibilidades de ligação ao anticorpo primário, aumentando assim a sensibilidade da técnica. Este polímero conjuga também na sua constituição moléculas da enzima peroxidase (horseradish peroxidase) que vão posteriormente reagir com a associação de substrato mais o cromogéneo DAB (3,3'-Diaminobenzidine).
Para a realização da técnica foram efetuados cortes histológicos a 3 µm dos blocos de parafina selecionados em lâminas adesivadas com APES (3-aminopropyltriethoxysilane), que foram colocados na estufa a 37ºC overnight. Posteriormente foram desparafinados e submetidos ao processo de recuperação antigénica pelo calor, de modo a quebrar as ligações cruzadas provocadas pela fixação do formol nos tecidos. Para tal as lâminas foram submersas em solução de tampão citrato a pH 6.0 num banho-maria a ≈ 99ºC durante 30 minutos. Após este processo seguiu-se o tratamento com peróxido de hidrogénio a 3% para bloquear a peroxidase endógena presente nas amostras e o bloqueio com soro normal, com o fim de impedir reações inespecíficas. Seguidamente realizou-se a incubação overnight em camâra húmida  a 4ºC com o anticorpo monoclonal de coelho anti-p-mTOR [clone 49F9; Cell Signalling Technology®] que reconhece a proteína mTOR fosforilada no resíduo de Serina 2448, numa diluição a 1:150, previamente otimizada. O anticorpo primário foi detetado após incubação com o polímero com peroxidase incorporada [NovoLink Polymer Detection System; Novocastra, Leica Biosystems Newcastle, Ltd]. Para visualização desta reação utilizou-se como cromogéneo, a diaminobenzidina (3,3'-Diaminobenzidine) que forma um precipitado castanho escuro no local da imunorreação. Por fim as lâminas foram contrastadas com hematoxilina de Mayer e montadas em meio de montagem resinoso adequado para observação em microscopia ótica. 
O controlo negativo consistiu na utilização de uma amostra de tecido glandular mamário canino com lesão neoplásica mas em que o anticorpo primário foi substituído por TBS (Tris- buffered saline solution).
As amostras foram avaliadas por dois observadores independentes segundo dois critérios: extensão, que avalia o número de células tumorais marcadas; e intensidade, que é um indicador da quantidade de proteína presente na célula. Foi considerada marcação positiva a presença de grânulos castanhos no citoplasma das células tumorais, sendo que foi também registada o aparecimento de outro tipo de marcação (membranar ou nuclear) quando observável.
A extensão foi avaliada de forma semi-quantitativa e classificada como: 0 (nenhuma célula tumoral marcada), 1 (1-9% das células tumorais marcadas), 2 (10-24% das células tumorais marcadas), 3 (25-49% das células tumorais marcadas), 4 (50-74% das células tumorais marcadas) e 5 (75-100% das células tumorais marcadas). A intensidade foi considerada como sendo 0 (ausente), 1 (fraca), 2 (moderada), 3 (forte) (Monteiro et al. 2013).
Para a análise da expressão do marcador foram utilizados dois métodos de avaliação: um em que apenas foi considerada a extensão de marcação utilizando um cut-off de 10% (Grosso et al. 2013) e um outro método em que foi utilizado um score que combinou a extensão e a intensidade de marcação (adaptado de Monteiro et al. 2013). No primeiro método os casos com menos de 10% das células tumorais marcadas foram considerados negativos para a expressão de p-mTOR, e os casos com percentagem igual ou superior a 10% foram considerados positivos; no segundo método os valores da extensão e a intensidade foram somados obtendo-se um score final (0-8); tecidos com score final de 0-1 foram considerados negativos e scores finais de 2-3, 4-5, 6-8 foram considerados 1+, 2+ e 3+ respetivamente. Para efeitos de análise estatística o score foi dicotomizado em baixa-expressão (0,1+) e alta-expressão (2+,3+).
 Os parâmetros utilizados para determinar o grau histológico dos tumores de acordo com o método de Nottingham (Elston & Ellis 1993) (formação de túbulos, pleomorfismo nuclear e número de figuras de mitose) foram sujeitos a análise estatística, tendo sido avaliada a sua associação com a extensão de células tumorais marcadas (cut-off de 10%) e com o score adaptado.
A análise estatística foi conduzida através da utilização do software SPSS Statistics 22. O teste de qui-quadrado ( χ2) foi usado para associar as diferentes variáveis categóricas. Um valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Neste estudo foram incluídas 5 amostras de glândula mamária normal e 45 neoplasias mamárias malignas de cadelas, das quais 15 apresentaram metástases ganglionares.
As neoplasias mamárias malignas inseridas neste estudo incluíram apenas carcinomas mamários simples que foram classificados de acordo com a sua morfologia em carcinomas tubulo-papilares (n=24), sólidos (n=18) e anaplásicos (n=3). Dos 45 tumores primários incluídos neste estudo 14 (31,1%) foram classificados como de grau I, 16 (35,6%) de grau II e 15 (33,3%) de grau III (Tabela 3). 

Tabela 3: Frequência de casos por tipo e grau histológico.
	

	Grau Histológico

	Tipo Histológico
	Nº de casos
	Grau I
	Grau II
	Grau III

	Carcinoma Tubulopapilar
	24
	11
	9
	4

	Carcinoma Sólido
	18
	3
	6
	9

	Carcinoma Anaplásico
	3
	0
	1
	2

	Metástases ganglionares
	15
	-
	-
	-

	Total
	-
	14
	16
	15



Expressão imuno-histoquímica de phospho-mTORSer2448
No tecido glandular mamário normal de cadela a expressão de p-mTOR foi observada de forma sistemática na epiderme, mais especificamente na camada basal. Observou-se igualmente marcação nas células do bulbo do folículo piloso. Estas estruturas foram assim utilizadas como controlo interno positivo. O epitélio luminal e o mioepitélio dos ductos e ácinos da glândula mamária não evidenciaram imunomarcação (Figura 2).
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Figura 2. Glândula mamária normal de cadela. Note-se a expressão positiva de p-mTOR presente na epiderme e folículos pilosos, 50x (A) e ausência de expressão nas células epiteliais luminais da glândula mamária, 400x (B).









Nos casos de carcinomas mamários estudados, a p-mTOR foi expressa nas células epiteliais luminais, com uma percentagem de células marcadas e intensidade de marcação variáveis entre os diferentes tumores.
A técnica de imunohistoquímica do material incluído neste estudo foi realizada em quatro sessões. Este aspeto foi tido em conta na avaliação posterior das lâminas, contudo não se verificou diferenças relevantes na intensidade da imunomarcação entre as diferentes sessões.
Das 45 neoplasias primárias, 7 casos apresentaram entre 50-74% das células tumorais marcadas para p-mTOR. Outros 7 casos apresentaram entre 25 a 49% das células tumorais marcadas. No intervalo de 10 a 24% de marcação tumoral obtivemos 9 casos, enquanto que na extensão de 1 a 9% obtivemos 12 casos. Em 10 casos não se observou expressão de p-mTOR, Tendo em conta a intensidade da imunomarcação, 10 casos não marcaram, 18 casos apresentaram marcação forte, 16 apresentaram marcação moderada e apenas 1 caso apresentou marcação de intensidade fraca (Tabela 4).

	
	Extensão p-mTOR
	Intensidade p-mTOR

	
	0%
	1-9%
	10-24%
	25-49%
	50-74%
	Negativa
	Fraca
	Moderada
	Forte

	Nº de casos
	10
	12
	9
	7
	7
	10
	1
	16
	18


Tabela 4: Frequência de casos de acordo com a extensão e intensidade da imunomarcação.

A associação entre o grau histológico e a expressão da proteína p-mTOR utilizando o cut-off de 10% é estatisticamente significativa (p=0.03), assim como com a utilização do score (p=0.01). De fato, verificou-se com a utilização do cut-off de 10% que 12/22 casos (54,5%) dos considerados negativos eram de grau III, enquanto que apenas 3/23 (13%) dos casos classificados como positivos pertenciam ao mesmo grau histológico. O grau histológico I agrupado com o grau II constituiu a maior parte dos casos positivos (20/23) (Tabela 5).
Com a utilização do score verificou-se que dos 30 casos de grau histológico I e II, 8 apresentaram baixa-expressão de p-mTOR e 22 apresentaram alta-expressão; Dos 15 casos de grau histológico III, 10 apresentaram baixa-expressão e 5 apresentaram alta-expressão (Tabela 5).




Tabela 5: Associação entre o grau histológico e os dois métodos de avaliação imunohistoquímica utilizados.

	Grau Histológico
	p-mTOR cut-off 10%
(Grosso et al. 2013)
	Valor de p*
	p-mTOR score
(Monteiro et al. 2013)
	
Valor de p*

	

	Negativa 
(< 10%)
	Positiva 
(≥ 10%)
	

0.03
	Baixa-expressão
	Alta-expressão
	0.01

	Grau I+II
	10
	20
	
	8
	22
	

	Grau III
	12
	3
	
	10
	5
	

	Total
	22
	23
	
	18
	27
	


*Teste de Qui-quadrado (X2)
B

A







	
D
C







Figura 3. Extensa expressão de p-mTOR num carcinoma mamário de grau histológico I (A), expressão moderada num carcinoma de grau histológico II (B) e imunorreatividade focal em dois carcinomas mamários de grau histológico III (C,D) (200x).



Para proceder à análise estatística baseada no tipo histológico os carcinomas foram divididos em dois grupos: um que incluía os carcinomas tubulopapilares e outro que reunia os carcinomas sólidos e os anaplásicos. O estudo da associação entre o tipo histológico das neoplasias divididas em dois grupos e a expressão de p-mTOR, demonstrou que este parâmetro histológico não apresenta associação estatisticamente significativa com a expressão de p-mTOR, independentemente do método de avaliação imunohistoquímico utilizado (Tabela 6).

Tabela 6: Associação entre tipo histológico e os dois métodos de avaliação imunohistoquímica utilizados.

	Tipo Histológico
	p-mTOR cut-off 10%
(Grosso et al. 2013)
	Valor de p*
	p-mTOR score
(Monteiro et al. 2013)
	Valor de p*

	

	Negativa (< 10%)
	Positiva (≥ 10%)
	

0.873
	Baixa-expressão
	Alta-expressão
	0.807

	CTP
	12
	12
	
	10
	14
	

	CS + CA
	10
	11
	
	8
	13
	

	Total
	22
	23
	
	18
	27
	


*Teste de Qui-quadrado (X2); CTP- Carcinoma Tubulopapilar; CS- Carcinoma Sólido; CA- Carcinoma Anaplásico.


Foi verificada a associação entre a expressão de p-mTOR e a atividade mitótica das neoplasias cujos resultados se encontram na tabela 7. Os dois parâmetros apresentam uma associação inversa (p=0.038), verificando-se que 10/13 (77%) dos carcinomas com maior atividade mitótica eram negativos para p-mTOR (Figura 4).


Tabela 7: Associação entre contagem de mitoses (Método de Nottingham) e os dois métodos de avaliação imunohistoquímica utilizados.

	Mitoses (10/HPF)
	p-mTOR cut-off 10%
(Grosso et al. 2013)
	Valor de p*
	p-mTOR score
(Monteiro et al. 2013)
	Valor de p*

	

	Negativa (< 10%)
	Positiva (≥ 10%)
	





0.038
	Baixa-expressão
	Alta-expressão
	





0.062

	1 (0 a 8 mitoses)

	5
	11
	
	3
	13
	

	2 (9 a 17 mitoses)                                  

	6
	9
	
	6
	9
	

	3 (mais de 18 mitoses)

	10
	3
	
	8
	5
	

	Total
	21
	23
	
	17
	27
	


*Teste de Qui-quadrado (X2)



A
B








Figura 4. Exemplos de dois carcinomas mamários com maior atividade mitótica e expressão p-mTOR diminuída (A) e ausente (B), 400x.

Foi também efetuada uma associação entre a expressão de p-mTOR com a formação de túbulos e o pleomorfismo nuclear das neoplasias cujos resultados se encontram nas tabelas 8 e 9. Os dois parâmetros não apresentaram associação estatisticamente significativa com a expressão de p-mTOR, independentemente do método de avaliação imunohistoquímico.



Tabela 8: Associação entre a formação de túbulos (Método de Nottingham) e os dois métodos de avaliação imunohistoquímica utilizados.

	Túbulos
	p-mTOR cut-off 10%
(Grosso et al. 2013)
	Valor de p*
	p-mTOR score
(Monteiro et al. 2013)
	Valor de p*

	

	Negativa (< 10%)
	Positiva (≥ 10%)
	0.759
	Baixa-expressão
	Alta-expressão
	0.887

	+ de 75%

	3
	4
	
	3
	4
	

	10-75%

	10
	12
	
	8
	14
	

	< 10%

	9
	7
	
	7
	19
	

	Total
	22
	23
	
	18
	27
	


*Teste de Qui-quadrado (X2)

Tabela 9: Associação entre o pleomorfismo nuclear (Método de Nottingham) e os dois métodos de avaliação imunohistoquímica utilizados.

	Pleomorfismo
nuclear
	p-mTOR cut-off 10%
(Grosso et al. 2013)
	Valor de p*
	p-mTOR score
(Monteiro et al. 2013)
	Valor de p*

	

	Negativa (< 10%)
	Positiva (≥ 10%)
	

0.376
	Baixa-expressão
	Alta-expressão
	

0.630

	Pequenos e uniformes

	3
	7
	
	3
	7
	

	Aumentados e com variações na forma

	12
	11
	
	9
	14
	

	Acentuada variação no tamanho e forma

	7
	5
	
	6
	6
	

	Total
	22
	23
	
	18
	27
	


*Teste de Qui-quadrado (X2)

Dos tumores que metastizaram, só 3/15 (20%) tinham marcação para p-mTOR, enquanto que dos 30 carcinomas mamários sem sinais de metástases à data da excisão cirúrgica, 20 (67%) foram positivos para p-mTOR. Estes resultados demonstram que a expressão da proteína p-mTOR está associada à ausência de metástases (p=0.003) (Tabela 10). Dos 15 gânglios estudados, apenas 2/15 mostraram marcação positiva. Comparando a expressão nas metástases ganglionares com o tumor primário verificou-se que 6 (6/15) metástases ganglionares tiveram menor expressão, 7 (7/15) tiverem igual expressão e apenas 2 (2/15) aumentaram a expressão, quando comparadas com o tumor primário (Figura 5).

Tabela 10: Expressão de p-mTOR de acordo com a presença/ausência de metástases
	
	Expressão p-mTOR
	Valor de p*

	
	             Negativo n=22                   Positivo n=23
	
	

	Presença metástases
	                   12                                           3 
	
	
0.003

	Ausência de metástases
Total 
	                   10                                         20

                   22                                         23
	
	


*Teste de Qui-quadrado (X2)


A
B
D
C














Figura 5. Expressão positiva de p-mTOR num carcinoma mamário de grau histológico III (A,C) e expressão diminuída (B) /ausente (D) na respetiva metástase ganglionar, 200x.



[bookmark: _Toc381745243]Discussão

A mTOR é uma serina/treonina kinase implicada na formação e progressão tumoral. A sinalização da mTOR é regulada por um vasto conjunto de hormonas e fatores de crescimento. Quando ativo (p-mTORSer2448) desencadeia uma cascata de ativação, atuando na p70S6 Kinase e no fator de iniciação de translação eucariota 4E-binding protein (4E-BP1), levando a um aumento da síntese proteica, necessária para a progressão do ciclo celular (Caron et al. 2010).
Dois complexos constituem a mTOR, mTORC1 e mTORC2. Neste estudo investigou-se  a expressão de phospho-mTORSer2448 que nos permite avaliar o complexo mTORC1. A principal responsabilidade do mTORC1 é a promoção da translação, que por sinal é a atividade melhor estudada da via de sinalização mTOR (Russell et al. 2011). A regulação da atividade deste complexo é inteiramente dependente do status energético da célula (Kim et al. 2008, Sancak et al. 2008). É importante que o mTORC1 não esteja ativo quando o ATP na célula está num valor limite, de forma a que a energia necessária nos processos biológicos seja controlada (Dunlop & Tee 2009).
 A fosforilação da mTOR na Ser2448 é normalmente utilizada como indicador da sua atividade, tal como demonstrado em diversos estudos em cancro de mama (Lin et al. 2005, Rojo et al. 2007, Zhou & Huang 2010) que incluíram a avaliação desta fosforilação mas também de outros alvos subsequentes ao mTORC1 (4E-BP1 e S6K1). 
A mTOR tem sido alvo de diversos estudos nos últimos anos, nomeadamente em cancro de mama onde se tenta perceber se esta molécula apresenta um valor prognóstico e se pode funcionar como alvo terapêutico alternativo, principalmente em tumores do tipo triplo negativo (TN). Estes tumores apresentam um pior prognóstico e são caracterizados por não apresentarem expressão imunohistoquímica para recetores de estrogénio, recetores de progesterona e recetores do fator de crescimento HER-2 (Human epidermal growth factor receptor 2) (Ueng et al. 2012, Walsh et al. 2012). Em medicina veterinária foi até à data publicado apenas um estudo em tumores de mama felina (Maniscalco et al. 2013), que se refere à avaliação da expressão de p-mTOR em tumores mamários da gata com fenótipo TN, à semelhança do que acontece com a mulher. Neste estudo verificou-se uma expressão de p-mTOR em 55,2% dos 58 tumores mamários felinos, o que está em concordância com os valores encontrados em estudos de cancro de mama na mulher, em que os valores da expressão deste marcador vão dos 24% aos 87% dos casos (An et al. 2010a, Bakarakos et al. 2010, Grosso et al. 2013, Nakajima et al. 2014)
Em tecidos caninos, a ativação desta via foi apenas investigada em hemangiossarcomas (Murai et al. 2012a), onde foi reportada uma ativação na ordem dos 80%. Até à data não existem publicações científicas relativas ao estudo deste marcador em tumores mamários em cadelas. Neste sentido, investigou-se a expressão de p-mTOR em carcinomas mamários caninos e o seu possível envolvimento no desenvolvimento e progressão destes tumores.
Nas amostras de glândula mamária normal de cadela incluídas neste estudo, observamos expressão de p-mTOR de forma sistemática na epiderme, mais especificamente na camada basal, contudo verificamos ausência de marcação nas células epiteliais luminais e mioepiteliais da glândula mamária, tal como descrito por Maniscalco e colaboradores no seu estudo em tumores de mama em gatas (Maniscalco et al. 2013). Os nossos resultados sugerem que na progressão de mama normal para mama com lesão neoplásica ocorre uma ativação deste marcador, apontando um possível envolvimento de p-mTOR na carcinogénese mamária em cadelas, como proposto por outros investigadores para a espécie humana e felina (Grosso et al. 2013, Maniscalco et al. 2013, Nakajima et al. 2014).
Neste trabalho a p-mTOR evidenciou marcação citoplasmática, o que está de acordo com vários estudos que avaliaram a expressão deste marcador, (An et al. 2010b, Ueng et al. 2012, Komori et al. 2013, Monteiro et al. 2013). Contudo outros estudos consideram e valorizam tanto a expressão citoplasmática como a nuclear (Walsh et al. 2012, Ghayee et al. 2013, Maniscalco et al. 2013, Yamada et al. 2013). Os nossos resultados evidenciaram marcação nuclear concomitante em 4 de 10 casos de grau histológico III positivos para p-mTOR, o que encontra paralelo nos resultados de Maniscalco e colaboradores (2013) em tumores de mama felina. Efetuando uma revisão de literatura para este marcador, verificou-se que em todos os estudos foi utilizado o mesmo clone e referência comercial de anticorpo aplicada no nosso trabalho. As diferenças relativas à localização da imunomarcação (citoplasma e/ou nuclear) referidas na literatura podem ser devidas a variantes na técnica de imunohistoquímica ou das amostras tumorais serem de espécies animais diferentes. 
É importante salientar, que a via onde se insere a mTOR é uma via de interações complexas. As vias de sinalização que ocorrem acima desta molécula são vias extensamente ramificadas como é o caso da via RAS, PI3k, Akt, ERK e AMPK sendo que uma ativação aberrante do mTORC1, possa ser apenas uma das consequências da desregulação destes sistemas de sinalização celular. Esta complexa rede pode justificar muitas das diferenças de expressão deste marcador presentes na literatura. Por exemplo, a perda do gene supressor tumoral PTEN, levará a uma ativação constitutiva da mTOR mesmo na ausência/bloqueio de fatores de crescimento. Deste modo, o nível de alteração na via mTOR poderá ser ditado por modificações em oncogenes, genes supressores tumorais ou em ambos que podem afetar uma determinada célula ou um conjunto de células tumorais (Dunlop & Tee 2009, Mcauliffe et al. 2010, Russell et al. 2011).
Nos estudos existentes sobre a p-mTOR em veterinária, verificamos que são utilizados métodos de avaliação imunohistoquímica variados. Maniscalco et al. (2013), tendo como base um estudo realizado em tumores de mama da mulher por Walsh et al. (2012) avalia apenas a extensão de células tumorais marcadas em tumores mamários felinos, já Murai et al. (2012) em hemangiossarcomas caninos avalia apenas a intensidade da expressão deste marcador.
Devido a esta grande variabilidade na literatura relativamente a sistemas de avaliação imunohistoquímica, decidimos neste estudo testar dois métodos de avaliação: um em que apenas a extensão das células tumorais marcadas é tida em consideração e um outro em que se utiliza um score que combina os valores obtidos para a extensão e para a intensidade das células tumorais marcadas.
Para a avaliação da extensão de imunoreatividade adaptamos um cut-off de 10%, já utilizado anteriormente em neoplasias mamárias (Grosso et al. 2013) ou seja, casos com uma percentagem de marcação inferior a 10% das células tumorais foram considerados negativos, enquanto que casos com mais de 10% de células tumorais marcadas foram considerados positivos para a expressão de p-mTOR. Com este cut-off verificamos que dos 45 casos estudados, 23 apresentaram mais de 10% de células tumorais marcadas e que 22 apresentaram menos de 10% de células tumorais marcadas. Foi igualmente utilizado outro método de avaliação combinado em que os valores da extensão e da intensidade foram somados obtendo-se um score (Monteiro et al. 2013).
A utilização destes dois métodos de avaliação demonstrou a existência de uma associação estatisticamente significativa entre a expressão imunohistoquímica de p-mTOR e o grau histológico das neoplasias, contudo não foi estabelecida uma associação com o tipo histológico. Assim, verificou-se que os tumores bem e moderadamente diferenciados (grau I e II) mostraram uma maior expressão desta proteína do que os pouco diferenciados (grau III), resultados concordantes com os de Walsh e colaboradores (2012) que em 80 casos de cancro de mama de mulher, agrupadas em grau I e grau II e 102 lesões de grau III, observaram que 39% dos tumores de menor grau tinham expressão de p-mTOR enquanto que isso apenas era observado em 10 dos carcinomas de grau III. Contudo, no estudo anteriormente referido de tumores mamários felinos (Maniscalco et al. 2013) não foi encontrada uma associação entre a expressão de p-mTOR o grau histológico, o mesmo sucedendo num estudo de Zhou et al (2004) e de Bose et al (2006) em carcinomas mamários invasivos da mulher. No entanto, num estudo em 290 adenocarcinomas gástricos verificou-se que quase 70% dos tumores indiferenciados eram positivos para p-mTOR, sendo esta associação estatisticamente significativa (An et al. 2010b).
Foi encontrada uma associação entre a extensão (cut-off 10%) e o nº de figuras de mitose avaliadas no decorrer do processo de graduação histológica da nossa amostra, verificando-se que os casos positivos mostram menos figuras de mitose do que os casos negativos, isto pode sugerir que tumores mais proliferativos perdem expressão de p-mTOR com a fosforilação avaliada neste estudo (Ser2448). A mesma associação não foi estabelecida para as mitoses com a utilização do score, nem para a formação de túbulos e pleomorfismo nuclear, utilizando os dois métodos de avaliação imunihistoquímicos.
Na nossa amostra foram incluídas 15 metástases ganglionares com o intuito de averiguar se o p-mTOR participa no processo de invasão tumoral em carcinomas mamários de cadela. Relativamente à expressão de p-mTOR nas 15 metástases ganglionares, verificou-se que em 12 não se obteve marcação. Comparando esta marcação com a exibida pelo respetivo tumor primário verificou-se que 13/15 (86%) metástases ganglionares mostraram uma expressão igual ou inferior. Estes resultados não vão ao encontro dos obtidos por Maniscalco e colaboradores (2013), que observaram um aumento da fosforilação da mTOR em metástases derivadas de linhagens celulares de tumores mamários felinos, nem ao encontro do estudo de An et al. (2010) em tecidos de adenocarcinomas gástricos onde foi revelada uma correlação positiva entre a expressão de p-mTOR no tumor primário e as metástases ganglionares . Contudo num estudo em 21 tumores neuroendócrinos (feocromocitomas e paragangliomas), 6 deles metastáticos e 25 não metastáticos, verificou-se maior expressão de p-mTOR nos tumores que não metastizaram comparativamente aos que metastizaram (Ghayee et al. 2013). Os nossos resultados mostram que a expressão de p-mTOR em tumores não-metastáticos é elevada comparando com tumores metastáticos, como tal podemos inferir que o tratamento de tumores metastáticos isoladamente com inibidores de mTOR pode não ser revelar terapeuticamente eficaz. 
O nosso estudo demonstra que o p-mTOR pode constituir-se como um marcador auxiliar relevante no diagnóstico de carcinomas mamários da cadela de alto grau histológico e com doença clínica avançada, nomeadamente com presença de metástases ganglionares, visto que nestes casos a expressão da p-mTOR diminui em relação aos animais cuja lesão ainda é localizada, com baixo grau histológico e sem presença de metastização ganglionar.
A análise da via mTOR em tumores malignos mamários caninos deve ser traduzida para a prática clínica, em que o reconhecimento de novos alvos moleculares para o desenvolvimento de terapias específicas é imprescindível para o tratamento da doença neoplásica em medicina veterinária.






[bookmark: _Toc381745244]Perspetivas futuras

Em estudos futuros poderá ser pertinente do ponto de vista científico e clínico avançar com estudos prospetivos ou de follow-up, realizando uma avaliação clínica competente e rigorosa dos animais e incluir a avaliação de outros parâmetros clínico-patológicos como: tamanho do tumor, idade ao diagnóstico, presença/ausência de invasão linfovascular, sobrevivência, intervalo livre de doença, para desta forma tentar perceber se a proteína mTOR apresenta valor prognóstico em carcinomas mamários caninos.
Poder-se-ia igualmente avaliar a expressão imunohistoquímica de recetores de estrogénio, recetores de progesterona e da proteína HER-2, de modo a verificar se as cadelas se inserem ou não num fenótipo triplo negativo, que se trata de um subtipo de neoplasia mamária altamente agressivo e de mau prognóstico, já estudado na mulher e na gata. 
Como foi referido, a ativação do complexo mTORC1 nos tumores é normalmente avaliada examinando a relativa fosforilação dos seus alvos diretos, como é o caso do 4E-BP1 e S6K1. Uma próxima abordagem passará pelo estudo da fosforilação destes efetores.
Seria igualmente interessante, estudar outras proteínas implicadas na via de sinalização PI3K/Akt/mTOR como é o caso do gene supressor tumoral PTEN (phosphatase and tensin homolog) e da proteína AktSer473 , proteína que antecede o mTORC1 na via e que é diretamente fosforilada pelo mTORC2, complexo que não foi analisado neste nosso estudo. 
Estas abordagens mais integradas poderão esclarecer com maior exatidão os mecanismos que controlam a proliferação e invasão tumoral em tumores mamários caninos.
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Resumo das características dos casos em estudo
	Caso
	Tipo Histológico
	Grau Histológico
	Extensão p-mTOR
	Intensidade p-mTOR

	1
	CTP
	GI
	3
	3

	2
	CTP
	GI
	2
	2

	3
	CTP
	GI
	3
	3

	4
	CTP
	GI
	1
	3

	5
	CS
	GI
	0
	0

	6
	CTP
	GI
	0
	0

	7
	CTP
	GI
	4
	3

	8
	CTP
	GI
	2
	3

	9
	CTP
	GI
	0
	0

	10
	CS
	GI
	2
	2

	11
	CS
	GI
	2
	2

	12
	CTP
	GI
	0
	0

	13
	CTP
	GI
	4
	2

	14
	CTP
	GI
	3
	3

	15
	CTP
	GII
	2
	2

	16
	CS
	GII
	3
	3

	17
	CTP
	GII
	0
	0

	18
	CS
	GII
	2
	2

	19
	CA
	GII
	4
	3

	20
	CS
	GII
	3
	2

	21
	CS
	GII
	4
	3

	22
	CS
	GII
	1
	3

	23
	CTP
	GII
	4
	3

	24
	CS
	GII
	2
	3

	25
	CTP
	GII
	2
	1

	26
	CTP
	GII
	4
	3

	27
	CTP
	GII
	1
	2

	28
	CTP
	GII
	1
	3

	29
	CTP
	GII
	2
	3

	30
	CTP
	GII
	1
	2

	31
	CS
	GIII
	0
	0

	32
	Gânglio
	-
	0
	0

	33
	CS
	GIII
	0
	0

	34
	Gânglio
	-
	0
	0

	35
	CTP
	GIII
	1
	3

	36
	Gânglio
	-
	2
	3

	37
	CS
	GIII
	1
	2

	38
	Gânglio
	-
	1
	2

	39
	CA
	GIII
	4
	3

	40
	Gânglio
	-
	1
	2

	41
	CTP
	GIII
	1
	2

	42
	Gânglio
	-
	0
	3

	43
	CS
	GIII
	0
	2

	44
	Gânglio
	-
	0
	2

	45
	CS
	GIII
	1
	0

	46
	Gânglio
	-
	1
	0

	47
	CTP
	GIII
	0
	0

	48
	Gânglio
	-
	0
	0

	49
	CTP
	GIII
	1
	2

	50
	Gânglio
	-
	0
	0

	51
	CS
	GIII
	1
	2

	52
	Gânglio
	-
	0
	0

	53
	CA
	GIII
	1
	2

	54
	Gânglio
	-
	3
	3

	55
	CS
	GIII
	3
	2

	56
	Gânglio
	-
	0
	0

	57
	CS
	GIII
	3
	2

	58
	Gânglio
	-
	1
	2

	59
	CS
	GIII
	0
	0

	60
	Gânglio
	-
	0
	0
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[image: C:\Users\Leonor\Desktop\IJUP\Poster IJUP 2014 mTOR.gif]Legenda: CTP-carcinoma tubulo-papilar; CS-carcinoma sólido; CA-carcinoma anaplásico; Extensão: 0-negativo; 1-1-9%;2-10-24%;3-25-49%;4-50-74%;5-75-100%; Intensidade: 0-negativo;1-fraco;2-moderado;3-forte.
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Immunohistochemical analysis of phosphorylated mammalian

target of rapamycin (p-mTOR) in canine mammary carcinomas

L. Delgado, F. Gartner, P. Dias Pereira

Department of Molecular Pathology and Immunology, ICBAS - University of Porto, Portugal

INTRODUCTION RESULTS

Mammary tumours are the most prevalent neoplasms in not spayed In normal mammary tissue, luminal epithelial and myoepithelial cells

female dogs and more than 50% of cases are classified as malignant were negative for p-mTOR in all cases (Fig. 1).

...

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a 290 kDa serine-
threonine protein kinase, constituting an important downstream
target of the PI3K/Akt signalling pathway involved in the regulation of

... ...

mTOR is activated (p-mTOR) by phosphorylation via the PI3K

Fig. 1. Normal canine mammary gland (A) Note expression of p-mTOR in epidermis and hair follicles (20x). (B) No p-
mTOR expression is observed in mammary luminal epithelial cells (400x ).

... .

H i i -mTOR | i i
Activation of the PI3K/Akt/mTOR pathway has been reported in Sy U0 i) e leluEs CYiop asIciexpression

- - . . was observed in 35/45 cases (78%). A significant relationship was
various tumour types in humans. In dogs, activation of this pathway

. : - : found between p-mTOR immunoreactivity and histological grade of
has been reported in canine haemangiomas and haemangiosarcomas

: . 1 ; - - the lesions, with high grade tumours showing decreased expression of
tissue sections D! and in cell lines derived from cases of melanoma

] et T this protein, when comparing with intermediate and low grade
tumours (p=0,03) (Fig. 2). No association was found between p-mTOR
To the best of our knowledge, the immunohistochemical expression of
expression and histological type of carcinomas (p=0.873).
phospho-mTOR in canine mammary tumours has not been previously

performed.

AIMS OF THE STUDY

To evaluate the immunohistochemical expression of p-mTOR in canine

mammary carcinomas and investigate its relationship with

clinicopathological parameters, namely histological type and grade of

Fig. 2. Extensive expression of p-mTOR in a grade | canine mammary carcinoma (A) and focalimmunoreactivity in

the lesions and development of lymph node metastasis.

MATERIAL AND METHODS

Five normal mammary glands, 45 mammary carcinomas and 15
corresponding lymph node metastasis were collected and submitted
to immunohistochemical study using anti-phospho-mTOR antibody

Ser2448 (clone 49F9, Cell Signaling Technology).

agrade Il neoplasm (200x).

Of the 15 cases with lymph node metastasis, 12 (80%) presented
decreased expression of p-mTOR, which represented a significant
association between p-mTOR down-expression and metastasis
development (p=0.003). Furthermore, 13/15 (86%) lymph node
metastasis showed an equal or decreased expression of p-mTOR when

comparing with the respective primary tumour (Fig. 3).

Phospho-mTOR immunoexpression was assessed semi-quantitatively
based on the percentage of stained cells and scored as 0 (absent), 1
(1%-9%), 2 (10%-24%), 3 (25%-49%), 4 (50%-74%) and 5 (75-100%).

For data analysis, a 10% cut-off for p-mTOR expression in tumoural

cells was used to distinguish low-expression and high-expression

(8]

cases.

Fig. 3. Positive expression of p-mTOR in a grade 1l canine mammary carcinoma (A) and decreased expression in
the corresponding lymph node metastasis (B) 200x.

CONCLUSION

Our results suggest that p-mTOR is involved in mammary carcinogenesis in canine species, as previously proposed by other investigations for human and
feline mammary cancer. Our data demonstrate that p-mTOR may constitute a relevant marker assisting in the diagnosis of high-grade canine mammary
carcinomas with advanced clinical disease, namely with lymph node metastasis.

The analysis of p-mTOR pathway in canine mammary carcinomas should be translated to clinical practice, where the recognition of new molecule targets

for the development of specific therapies opens new perspectives regarding the medical treatment of mammary neoplasms in this species.
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