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RESUMO

As neoplasias mamarias sdo o tipo tumoral mais frequente em cadelas e mulheres. As
cadelas sdo consideradas excelente modelo espontaneo no estudo do cancer de mama. O
microambiente tumoral tem sido estudado nos ultimos anos para maior compreensdo do
desenvolvimento e progressdo dessa doenca. Os mastdcitos sdo um tipo celular presente
neste microambiente que podem promover as neoplasias por meio da liberacdo de fatores
pré-angiogénicos presentes em seus granulos. Do mesmo modo, a fibrose tumoral tem sido
considerada como fator prognostico em diferentes tipos de tumores. O presente trabalho
objetiva verificar a relacdo entre mastocitos e angiogénese em neoplasias mamarias
benignas e malignas avaliando o papel da degranulacdo e da microlocalizagdo dos
mastdcitos em neoplasias mamarias caninas. As mamas avaliadas foram divididas em trés
grupos: grupo controle (n=46); grupo maligno (n=57) e grupo benigno (n=19). Também
foram avaliados linfonodos sem alteracdes (n=59) e com metastases (n=6). A marcacdo de
mastocitos, vasos sanguineos e fibrose tumoral foram realizados por técnicas histoquimicas
e avaliadas por software ImageJ versdo 1.42qg. A densidade total de vasos (P=0,03) e vasos
peritumorais (P=0,05) foram maiores no grupo maligno. Houve ainda correlacdo positiva
entre densidade de vasos intratumorais e totais e densidade de mastocitos. Diante desses
achados pode ser concluido que uma maior densidade de mastdcitos esta relacionada a
maior densidade de vasos sanguineos e que estes sdo mais abundantes em neoplasias

malignas reforcando o papel crucial da angiogénese no desenvolvimento neoplasico.

Palavras-chave: Microambiente tumoral. Glandula mamaria. Cadela. Tumor de Mama.



ABSTRACT

The mammary neoplasias are the most often tumor type in bitchs and women. Female dogs
are considered an excelent spontaneous model in the breast cancer study. The tumor
microenvironment has been studied in the recent years to a greater understanding of the
development and progression of this disease. Mast cells are a cell type present in this
microenvironment that can promote neoplasms by releasing pro-angiogenic factors present
in their granules. Likewise, tumor fibrosis has been considered a prognostic factor in
different types of tumors. The present work aims to verify the connection between mast
cells and angiogenesis in different histological types of mammary tumors by measuring the
role of degranulation and microlocation in canine mammary glands tumors. The analyzed
mammary glands were splitted into three groups: control group (n = 46); malignant group
(n = 57) and benign group (n = 19). Lymph nodes without changes (n = 59) and with
metastases (n = 6) were also evaluated. The staining of the mast cells, the blood vessels and
the tumor fibrosis were performed by histochemical techniques and evaluated by ImageJ
software version 1.42q. The total density of vessels (p = 0.03) and peritumoral vessels (p =
0.05) were higher in the malignant group. There was even a positive correlation between
the intratumoral and total vessels and the mast cell density. In the face of these findings, we
can conclude that a higher density of mast cells is related to a higher density of blood
vessels and that these are more abundant in malignant neoplasms reinforcing the crucial

role of angiogenesis in neoplastic development.

Keywords: Tumor microenvironment. Mammary gland. Bitch. Mammary gland tumor.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a 4% maior populacdo de animais de companhia do mundo,
estabelecida em 139,3 milhdes de animais. Os cdes sdo 0s mais populosos, com 54,2 milhdes
(ABINPET, 2018). O avanco da Medicina Veterinaria em prevencdo de doencas, nutricdo e
terapéutica sdo fatores relevantes para 0 aumento na expectativa de vida dos cées e gatos.
Porém, o numero de casos de tumores em animais de companhia tem aumentado
consideravelmente, uma vez que o desenvolvimento de neoplasias € maior em animais senis.
Estima-se que, aproximadamente, 45% dos cées idosos morrem em decorréncia de diferentes
tipos de tumores (WITHROW; VAIL; PAGE, 2013). Assim, a oncologia é uma especialidade
veterinaria que vem ganhando notoriedade e apoio multidisciplinar na rotina clinica de
pequenos animais, buscando avanco em diagnosticos e tratamentos, tendo em vista a
qualidade de vida associada ao aumento da sobrevida.

Em cadelas nédo castradas os tumores de mama s@o o tipo mais frequente e mais de
70% sdo diagnosticados como malignos (NUNES; CAMPOS; BERTAGNOLLI, 2017). Da
mesma forma, em mulheres o cancer de mama € a neoplasia maligna mais incidente, com
estimativa de 2,1 milhdes de novos casos em 2018 (INCA, 2018). Prier e Brodey (1963)
descreveram o potencial de utilizacdo de cdes como modelos espontédneos no estudo de
diferentes tipos de neoplasias para humanos, incluindo as mamaérias. Ambas as espécies
compartilham caracteristicas bioldgicas dos tumores, como heterogeneidade, relacGes
complexas entre célula neoplésica e sistema imune do hospedeiro e ocorréncia de metastases,
estas resultantes, muitas vezes, no 6bito da paciente (GARDNER; FENGER; LONDON,
2016). Evidéncias recentes sugerem que as neoplasias sdo compostas por um estroma
modificado, que circunda as células tumorais; o conhecimento sobre este microambiente
tumoral torna-se essencial para a compreensao do desenvolvimento e a progressao da doenca
(SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015).

Ha poucos estudos que evidenciam o papel dos mastocitos nas neoplasias em cées,
incluindo o tumor mamario. Essas células, quando presentes no microambiente tumoral,
demonstram complexidade e plasticidade funcional em diferentes tipos de neoplasias em
humanos (JOHANSSON et al., 2010). Keser et al. (2017) demonstraram que mastocitos
intratumorais facilitam a invasdo vascular e posterior metastase em carcinoma mamario
invasivo de mulheres. Além disso, também eles sdo responsaveis por liberar fatores
angiogénicos presentes em seus granulos (CRIVELLATO; NICO; RIBATTI, 2008). Na

Medicina, a associacdo entre presenca de mastocitos e 0 aumento de neovascularizacdo
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neoplasica por meio da mensuragdo de densidade de microvasos (MVD) demonstrou
significado prognostico em melanoma e carcinoma de células escamosas esofagico (ELPEK
et al., 2001; RIBATTI et al.,, 2003). Da mesma forma, a area de fibrose demonstrou ser
também um fator progndstico encontrado em neoplasias mamarias, com relagdo inversamente
proporcional entre &rea estromal, tempo de sobrevida e tempo livre de doenca (DE KRUIJF et
al., 2011).

O papel dos mastdcitos, considerando densidade, localizagdo no microambiente e
contagem diferencial correlacionado a angiogénese e fibrose em neoplasias mamarias
malignas e benignas de cadelas, ainda ndo foi avaliado. Estudos que esclarecam este
microambiente tumoral fornecerdo informacGes relevantes para o diagndéstico, contribuindo,

consequentemente, para melhor suporte aos pacientes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neoplasias mamarias em cadelas

Os tumores mamarios tém desenvolvimento espontaneo em cadelas, sendo o tipo mais
comum em fémeas ndo castradas, caracterizando 50 a 70% de todas as neoplasias na espécie.
Em cdes machos a incidéncia varia de 0,0 a 2,7% (MERLO et al., 2008). Entretanto, a
frequéncia pode ser variavel, dependendo da pratica de ovariossalpingo-histerectomia (OSH),
com numeros bastante reduzidos em paises em que sua realizacdo € frequente (SLEECKX et
al., 2011). Em condicdes fisiologicas, os hormoénios ovarianos estimulam o crescimento das
glandulas mamarias. Porém, o efeito proliferativo no epitélio glandular pode favorecer o
desenvolvimento neoplasico. A cada ciclo estral da cadela este estimulo se repete, tornando o
animal suscetivel a carcinogénese (QUEIROGA et al., 2005). Schneider; Dorn e Taylor
(1969) observaram que cadelas submetidas a OSH antes do primeiro ciclo estral apresentaram
risco de 0,5% de desenvolvimento de neoplasia mamaria, sendo este risco aumentado para 8%
e 26% em cadelas castradas apds o primeiro e depois do segundo estro, respectivamente.
Entretanto, a OSH nas cadelas apds 2,5 anos de idade ndo apresenta efeito protetor.
Progestagenos exdgenos utilizados para evitar estro podem aumentar consideravelmente a
ocorréncia de tumores mamarios, induzindo efeito semelhante a progesterona endogena
(SORENMO, 2003).

Em relacdo a idade, cadelas de meia idade e idosas s&o mais acometidas, sendo a

neoplasia mamaria mais comumente observada de oito a 10 anos de idade (CHANG et al.,
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2005; SLEECKX et al., 2011). Antes dos cinco anos a ocorréncia de tumores malignos é
considerada rara (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Muitos fatores ainda
sdo contraditérios quando considerados os fatores de risco para o desenvolvimento de
neoplasias mamarias como, por exemplo, a predisposicdo racial. Alguns autores evidenciam
um risco maior em animais de raga definida, como Poodle, Cocker Spaniel, Springer Spaniel
Inglés, Pastor Alemao, Maltés, Yorkshire Terrier e Dachshund (SLEECKX et al., 2011). Ja
outros apontam 0s cdes de racas mistas como mais predispostos a tumores mamarios
(PASTOR et al., 2018). Entretanto, este fato pode ser explicado pela variagdo no perfil
populacional atendido em diferentes regides geograficas e ano de realizagdo do estudo,
considerando a variedade de ragas populares em cada época.

Clinicamente, os tumores de mamas nas cadelas sdo facilmente detectaveis como
nodulos a massas de diferentes tamanhos, Unicos ou maltiplos, localizados em uma ou ambas
as cadeias mamarias. As glandulas abdominais caudais e inguinais sdo mais frequentemente
afetadas (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Segundo Sorenmo et al. (2009)
mais de 60% dos tumores mamarios em cadelas sdo multiplos. Pode haver ulceracdo da pele,
secundaria a traumatismo e crescimento invasivo de tumores malignos (NUNES et al., 2018;
SORENMO, 2003). E importante avaliar a condi¢do clinica geral do animal, colhendo
informacdes sobre histdrico, ciclo reprodutivo, data provavel de percepcdo das lesbes e se
houve lesdes tumorais precedentes (FERREIRA et al., 2003; CASSALI et al., 2014).
Linfonodos regionais devem ser minuciosamente examinados, pois a metastase nodal é
considerada um dos principais fatores progndsticos em mulheres e cadelas, possuindo relacdo
direta com tempo de sobrevida (ARAUJO et al., 2015; BESERRA et al., 2016). Metastase
distante ocorre mais frequentemente para pulmd@es, mas outros 6rgaos também podem estar
envolvidos, como figado, rins, baco, pleura, sistema nervoso central e 0ssos (SORENMO;
WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013; NUNES et al., 2018). Exames de imagem, como
radiografia toracica em pelo menos trés projecdes e ultrassonografia abdominal, auxiliam na
pesquisa de metastases distantes (SORENMO, 2003).

Embora a CAAF (citologia aspirativa por agulha fina) possa ser usada para diferenciar
neoplasias mamarias de outras lesdes (neoplasias de pele e subcutdneo, ou processos
inflamatdrios) o diagnostico definitivo é obtido por meio da histopatologia (SLEECKX et al.,
2011). Varios métodos de classificacdo de tumores de mama em cadelas foram propostos ao
longo dos dltimos anos, sendo 0s mais recentes apresentados por Goldschmidt et al. (2011) e
Cassali et al. (2014). Estes ultimos realizaram abordagem multidisciplinar sobre

anatomopatologia, clinica e cirurgia veterinaria, com aspectos diagndsticos e clinicos, de
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forma que a classificagdo histopatoldgica dos tumores possui associacdo com progndstico e
tratamento. As lesbes podem ser classificadas em ndo neoplasicas e neoplasicas benignas e
malignas (CASSALI et al.,, 2014). Quando presentes multiplos nédulos ou massas, esses
devem ser avaliados separadamente, pois uma determinada cadela pode possuir diferentes
tipos tumorais (SORENMO, 2003; SLEECKX et al., 2011). O prognostico € influenciado por
diferentes fatores, tais como idade do animal, estadiamento clinico, tipo e grau histoldgico,
indice mitdtico, metastase regional e/ou a distancia e marcadores moleculares (CASSALI et
al., 2014).

A cirurgia é considerada o tratamento de escolha para a maioria dos tumores mamarios
em cadelas, uma vez que pode ser curativa se as margens estiverem livres e a neoplasia ainda
ndo tenha realizado metéstase (SLEECKX et al., 2011). A técnica cirargica sera definida de
acordo com tamanho tumoral, localizacdo na cadeia mamaria, extensdo e drenagem linfatica
(SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). A quimioterapia é indicada para cadelas
com neoplasias mamarias de progndstico desfavoravel e estadiamento clinico avancado
(CASSALI et al, 2014). Porém ndo ha protocolos padronizados, considerando a

heterogeneidade desse tipo de tumor e a resposta individual (SORENMO, 2003).

2.2 Oncologia comparada

O cancer de mama €é a neoplasia mais comum em mulheres e a principal causa de
morte relacionada a tumores entre as mulheres no mundo, sendo estimados 627 mil 6bitos em
2018 (INCA, 2019). Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e prognésticas sdo muito
semelhantes entre o cancer de mama de mulheres e cadelas (VASCELLARI et al., 2016). As
semelhancas incluem surgimento espontaneo da doenca, idade, influéncia hormonal e curso
clinico. Os fatores que influenciam o progndstico também séo similares, como estagio clinico,
tamanho do tumor e metéstase nodal (ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018). Os cées
compartilham o mesmo ambiente que humanos, sendo expostos aos mesmos carcin0genos
(LIU et al., 2014). Além disso, ambas as espécies enfrentam desafios terapéuticos, onde
metastase e resisténcia a drogas sdo importantes causas de insucesso no tratamento da doenga.
Assim, os tumores mamarios de cadelas sdo um importante modelo de estudo para o cancer de
mama em mulheres e vice-versa (PRIER; BRODEY, 1963; SORENMO et al., 2009).
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2.3 Microambiente tumoral na neoplasia mamaria

O microambiente tumoral no cancer de mama € bastante complexo, constituido por
células neoplasicas em proliferacdo associadas a células ndo tumorais (estroma), que incluem
fibroblastos, células endoteliais, células inflamatdrias infiltrantes, adipocitos e componentes
da matriz extracelular (MEC) (MITTAL; BROWN; HOLEN, 2018). As células neoplésicas
promovem resposta imune, que culmina com aumento de células inflamatorias e fibroblastos
no entorno dessas células tumorais (FAKHRJOU et al., 2016). As células inflamatorias atuam
em conjunto com as células neoplasicas, estromais e endoteliais no microambiente tumoral
para criar um meio critico para a sobrevivéncia, desenvolvimento e disseminacdo da neoplasia
(RIBATTI, 2013).

2.4 Mastocitos no microambiente tumoral

Os mastocitos sdo células imunes, possuem linhagem hematopoiética com origem na
medula 6ssea e, em condicbes fisiologicas, ndo sdo encontrados na corrente sanguinea.
Células precursoras migram para diferentes tecidos e se diferenciam em células maduras
granuladas sob a influéncia de muitos fatores, entre eles o fator de célula-tronco (SCF)
(KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016). Essas células maduras séo
encontradas associadas a vasos e nervos em tecidos que possuem contato com o meio externo
como, por exemplo, pele e mucosas (VON KOCKRITZ-BLICKWEDE et al., 2008). Os
mastdcitos sdo redondos a alongados, com diametro de 8-20 um, facilmente reconhecidos por
microscopia de luz pela caracterizacdo de seus granulos metacromaticos, que podem ser
evidenciados com a coloracdo de Azul de Toluidina (RIBATTI; CRIVELLATO, 2012). O
citoplasma dessas células contém aproximadamente 50 a 200 granulos, que armazenam
mediadores inflamatorios, como histamina, heparina, citocinas e proteases neutras (DA
SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014).

Os mastdcitos participam de disturbios inflamatorios alérgicos ou crénicos, bem como
da resposta do hospedeiro a neoplasias. Estudos ultraestruturais indicam que, nessas situagdes,
mastocitos maduros podem liberar o conteudo granular, mas retém parte dos gréanulos no
citoplasma, processo conhecido como degranulacdo fragmentada, diferente da degranulagéo
anafilatica, em que todo o contetdo citoplasmético granular é liberado durante as reacGes
alérgicas (DVORAK et al., 1994). A liberagdo em amplo espectro durante a degranulacao

geralmente € desvantajosa para o desenvolvimento do tumor (RIGONI; COLOMBO;



18

PUCILLO, 2015). A distingdo entre os mecanismos de liberacdo depende de diferentes sinais,
provenientes de antigenos, citocinas e fatores de crescimento (THEOHARIDES et al., 2007).
Células tumorais sdo capazes de aumentar a producdo de SCF, estimulando a migracdo dos
mastocitos, a proliferacdo e a degranulacdo (HIROMATSU; TODA, 2003).

A associacdo entre mastocitos e cancer ainda é contraditdria, pois a funcdo dos
mastdcitos durante a progressdo tumoral é complexa e demonstra plasticidade, promovendo
ou protegendo contra a neoplasia (JOHANSSON et al., 2010). Os mastdcitos sdo as primeiras
células inflamatorias a infiltrarem no microambiente tumoral e sua presenca esta relacionada a
prognostico reservado em diferentes tipos tumorais em humanos, como céancer de prostata,
cérvix, bexiga urinaria e mama (RIBATTI, 2013). Entretanto, o contrario j& foi observado em
alguns tipos de cancer de mama em mulheres (DABIRI et al., 2004; DELLA ROVERE et al.,
2007). Um dos fatores mais significativos pelo qual os mastdcitos podem influenciar o
desenvolvimento neoplésico é a estimula¢do da angiogénese. Ha diferentes vias de interacao,
com liberacéo de fatores pré-angiogénicos, tais como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento de fibroblasto basico (FCFb), fator de crescimento
transformador B, (TGF-B), IL-8, triptase, quimases, proteinases e heparina. Ja a histamina
induz aumento da permeabilidade microvascular (DYDUCH; KACZMARCZYK; OKON,
2012).

Em humanos, a participacdo efetiva dos mastocitos na angiogénese e,
consequentemente, na progressdo do cancer, tem sido confirmada em diferentes tipos
neoplasicos, como carcinoma colorretal, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma de células
escamosas e melanoma (TOMITA; MATSUZAKI; ONITSUKA, 2000; CH'NG et al., 2006;
MAURO et al., 2008). A angiogénese medida como MVD em carcinoma endometrial de
mulheres foi altamente correlacionada com contagem de células positivas para triptase e foi
observado que esses parametros acrescem com a progressdo tumoral (RIBATTI et al., 2005).
Nas neoplasias mamarias malignas de cadelas foi encontrada correlagdo positiva entre a
densidade microvascular e mastdcitos, sugerindo que estas células estdo associadas a
angiogénese, assim como no cancer de mama em mulheres (LAVALLE et al., 2010).

O impacto clinico dos mastécitos é ainda mais complexo, pois existe significado
distinto em mastdcitos intratumorais e peritumorais (DYDUCH; KACZMARCZYK; OKON,
2012). Johansson et al. (2010) relataram significancia prognostica na localizacdo dos
mastocitos no parénguima tumoral em céncer de préstata humano, em que os casos de alta
densidade intratumoral obtiveram melhor prognéstico e os casos de alta densidade de

mastocitos peritumorais obtiveram progndstico reservado. Alem disso, maior densidade de
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mastdcitos em neoplasias de cdes ja foi relacionada a malignidade em hemangiossarcoma e
adenocarcinoma mamario, quando comparados a hemangioma e adenoma mamario,
respectivamente (WOLDEMESKEL; RAJEEV, 2010). Porém, mais estudos sdo necessarios
para compreender o real papel dos mastdcitos nas neoplasias mamarias de cadelas bem como

nas metastases.

2.5 Angiogénese na progressao tumoral

A angiogénese ¢ a formacdo de novos vasos a partir de componentes preexistentes,
como capilares e vénulas, em um processo complexo de multiplas etapas (RESTUCCI; DE
VICO; MAIOLINO, 2000). Em neoplasias ela se torna essencial para o fornecimento de
nutrientes e oxigénio, contribuindo para o crescimento neoplasico e, posteriormente,
metastase (IM et al., 2011; RIBATTI; CRIVELLATO, 2012). Folkman (1971) publicou que
as neoplasias sdo dependentes de angiogénese, sendo incapazes de se desenvolver além de 2,0
mm3 sem a formacdo de novos vasos e que a inibicdo deste processo poderia ter significado
terapéutico. Células endoteliais em microambiente tumoral proliferam 30 a 40 vezes mais
rapido quando comparadas com a angiogénese fisiologica (RESTUCCI; DE VICO;
MAIOLINO, 2000).

Vasos neoformados no microambiente tumoral apresentam anormalidades estruturais e
funcionais, permitindo hemorragia e predispondo a permeabilidade e transporte de células
neoplasicas para a corrente sanguinea (RIBATTI et al., 2007). Em condicdes fisioldgicas, a
formacdo de novos vasos requer o equilibrio de moduladores positivos e negativos, enquanto
que, em condicdes patoldgicas, hd um desequilibrio provocado, principalmente pela liberagdo
de fatores de crescimento especificos por células neoplasicas e inflamatdrias, especialmente
mastocitos, estimulando a angiogénese (RIBATTI; CRIVELLATO, 2012).

Os mastocitos liberam uma variedade de fatores pro-angiogénicos e a densidade de
mastocitos (MCD) estd correlacionada com a extensdo da angiogénese em tumores em
humanos, como ja descrito nas se¢Ges anteriores. Portanto, esta € uma importante ferramenta
prognostica utilizada na medicina humana (RESTUCCI; DE VICO; MAIOLINO, 2000). No
cancer de mama de mulheres a correlacdo da angiogénese com metéstase e prognostico
desfavoravel tem sido extensivamente estudada (UZZAN et al., 2004). Alguns estudos em
Medicina Veterinaria correlacionam mastocitos e angiogénese no microambiente tumoral,
como por exemplo, melanoma, tumor venéreo transmissivel (TVT) e neoplasias malignas de
mama (MUKARATIRWA et al., 2006a; MUKARATIRWA et al., 2006b; LAVALLE et al.,
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2010). No tumor de mama em cadelas, mastdcitos acumulados no tecido tumoral estavam
intimamente associados a vasos sanguineos e a angiogénese contabilizada pela MVD
aumentou em proporcao direta a MCD, sugerindo que ha influéncia desses dois fatores no

crescimento, na invasdo e na formacao de metastase (IM et al., 2011).

2.6 Fibrose tumoral

A lesdo tecidual desencadeia processos reparativos a fim de reestabelecer a estrutura e a
funcdo do orgdo afetado. Os danos teciduais podem induzir acimulo anormal e excessivo de
constituintes da matriz extracelular como, por exemplo, colageno, resultando no desenvolvimento
de fibrose (CAJA et al., 2018). Os fibroblastos associados ao cancer (CAFs) sdo células
abundantes no microambiente tumoral, sendo fenotipicamente distintos dos fibroblastos
associados a cicatrizacdo fisioldgica de feridas (CHANDLER et al., 2019; KALLURI, 2016). A
ativacdo e o recrutamento dos CAFs dependem de mediadores quimicos produzidos pelas células
neoplasicas e pelas células imunes presentes no estroma tumoral (ROY; BERA, 2016). A funcédo
dos CAFs no microambiente tem sido relatada como complexa e bimodal, podendo promover ou
restringir o tumor (KALLURI, 2016). Lebleu e Kalluri (2018) evidenciaram que os fibroblastos
sdo ativados na fase inicial do desenvolvimento neoplasico. Nesse sentido, conforme o tumor
cresce 0 processo de reparo feito por essas células pode estimular o crescimento tumoral, uma vez
que as células neoplasicas utilizam os fatores de crescimento secretados pelos CAFs para
promover a propria sobrevivéncia e a proliferacdo. Ha aumento da angiogénese e facilitacdo de
metastase via vascular por meio da secrecdo de VEGF pelos fibroblastos ativos (CHANDLER et
al., 2019).

A porcentagem de estroma tumoral (TSP) demonstrou ter valor prognostico em diferentes
tipos de neoplasias em humanos, como o carcinoma de células escamosas esofagico e o cancer
colorretal (PARK et al., 2014; WANG et al., 2012). O mesmo foi observado em diferentes tipos
tumorais de neoplasias mamarias de mulheres, em que a TSP mostrou-se inversamente
proporcional a recorréncia e menor tempo de sobrevida, mostrando ser um fator prognéstico
independente para o cancer de mama (DE KRUIJF et al., 2011; DEKKER et al., 2013; GUIAM
et al., 2014; MOORMAN et al., 2012). Recentemente De Souza et al. (2018) avaliaram a
porcentagem de fibrose em tumores mamarios de cadelas, demonstrando relagdo com tumores
mais agressivos podendo indicar, portanto, o uso da andlise de TSP para fins prognosticos. A

determinacdo é reproduzivel e pode ser incorporada na avaliagdo histopatoldgica de rotina,



21

auxiliando na determinacdo do progndstico dos pacientes (DE KRUIJF et al., 2011; DEKKER et
al., 2013).

3. JUSTIFICATIVA

Em decorréncia da alta densidade populacional canina e ocorréncia de tumores de
mama na espécie, a observacdo de mastdcitos nas lesdes tumorais e sua relagdo com a
angiogénese poderd acrescentar informacgdes que contribuirdo para o diagnéstico e o
prognostico deste tipo de neoplasia.

4. HIPOTESE

Acredita-se que ha correlacdo positiva entre a densidade, degranulacdo e
microlocalizacdo de mastocitos e angiogénese em neoplasias mamarias de cadelas. Além

disso, a fibrose estaria presente em maior proporcdo em neoplasias malignas.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos Gerais

Estudar a relacdo mastécitos, angiogénese e fibrose em neoplasias mamarias de

cadelas.

5.2 Objetivos especificos

o Verificar a distribuicdo dos mastdcitos (intratumoral e peritumoral) e densidade, com
contagem diferencial (degranulados e granulados) e sua relacdo com a angiogénese em
neoplasias mamarias de cadelas.

o Quantificar os mastocitos em linfonodos regionais com metastase e sem alteragOes
microscopicas aparentes, realizando a contagem diferencial (degranulados e
granulados).

o Analisar a distribuicdo (intratumoral e peritumoral) dos microvasos em tumores

primarios.
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o Avaliar a proporcédo de fibrose em neoplasias mamarias de cadelas, comparando com a
proporcéo de tecido conjuntivo denso de mamas sem alteracoes.

o Analisar questionarios aplicados a tutores quanto a aspectos reprodutivos de cadelas
submetidas a mastectomia para remoc¢do de neoplasia mamaria, bem como a percepcao

dos tutores sobre a doenga.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Selecéo de amostras

Foram selecionadas seis clinicas veterinarias do municipio de Lavras-MG e o Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Lavras (HV-UFLA) para participacdo por concessao
de pecas cirurgicas de glandulas mamarias provenientes de mastectomias realizadas em
cadelas. O projeto foi aprovado pelo CEUA-UFLA (Comissdo de Etica no Uso de Animais)
sob o protocolo n° 022/19. As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2018 a agosto
de 2019. Os tutores foram previamente informados sobre os objetivos do projeto para
consentimento da participacdo. Os médicos veterinarios participantes receberam instrucoes
para o preenchimento de ficha especifica, que incluia dados sobre o tutor, animal e informes
clinicos, tais como técnica cirurgica realizada, exames complementares e outras informac6es

relevantes (ANEXO A). A ficha e as amostras eram recolhidas conjuntamente.

6.2 Abordagem clinico-cirurgica

Os médicos veterinarios participantes do projeto determinaram o tipo de técnica
cirtrgica avaliando o tamanho do tumor, sua localizacdo na cadeia mamaria, drenagem
linfatica e estado clinico do paciente. Condutas anestésicas, manejo pré e pos-operatorios
também foram definidos por cada profissional, de acordo com critérios de experiéncia

pessoal. As cadelas ndo foram submetidas a protocolos quimioterapicos antes da cirurgia.
6.3 Processamento histoldgico das amostras
As pegas cirurgicas foram encaminhadas ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV-

UFLA) logo apos exérese cirargica. As pecas cirurgicas foram fotografadas, identificadas e

armazenadas em formol tamponado a 10% por no maximo 48 horas. Em seguida, as glandulas
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mamarias e linfonodos eram mensurados, incluindo massas e noédulos encontrados e toda a
peca era tingida com Nanquim (Acrilex®) para posterior avaliacdo da margem cirdrgica. Para
mensuracdo da peca, nodulos e linfonodos foram considerados comprimento, largura e altura,
sendo preconizado no minimo duas dimens@es. Informacdes referentes a lesGes em pele (ex.:
ulceracgdo, alopecia, nddulos) foram registradas no momento da clivagem. Todas as mamas
localizadas na peca enviada foram clivadas para avaliacdo histolégica, mesmo quando nédo
eram encontradas alteracGes durante o0 exame macroscopico. Mamas com resisténcia ao corte
(duras ou com areas duras) passaram por processo de descalcificacdo utilizando EDTA 20%
com acompanhamento até desaparecimento da resisténcia ao corte. Ap6s fixagdo completa do
material clivado, os cassetes eram encaminhados para processamento rotineiro em
equipamento histotécnico; emblocados em parafina; cortados em micrétomo (Olympus®
CUT 4055) a 3um. As laminas histologicas foram coradas pela técnica de hematoxilina e

eosina (HE) e avaliadas em microscopia de luz.

6.4 Analise histopatoldgica

As laminas foram avaliadas no LPC-1CB-UFMG sendo considerado para classificagdo
histolégica o consenso para diagnostico, prognostico e tratamento de tumores mamarios
caninos (CASSALI et al., 2014). Todos os linfonodos foram submetidos & anlise histol6gica

para investigacdo de metastase ou quaisquer outras alteracées.

6.5 Delineamento experimental

As mamas selecionadas foram divididas em trés grupos. Grupo controle com mamas
sem alteracOes, ou seja, mamas histologicamente normais encontradas ao longo da cadeia
mamaria das cadelas; grupo benigno e maligno compostos por neoplasias mamarias
diagnosticadas como benignas e malignas, respectivamente. Os tipos tumorais presentes em
cada grupo abrangem as neoplasias descritas no consenso para diagnéstico, progndéstico e
tratamento de tumores mamarios caninos (CASSALLI et al., 2014). Além disso, os linfonodos
foram classificados em dois grupos: controle e metastatico. Foram selecionadas laminas
histolégicas com maior representatividade de cada amostra. Os blocos de parafina
correspondentes a essas laminas foram selecionados e recortados em série, obtendo-se duas

novas laminas para execucdo de técnicas histoquimicas. As amostras selecionadas para o
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estudo foram avaliadas quanto a densidade, localizacdo e contagem diferencial de mastdcitos,

angiogeénese e fibrose tumoral.

6.5.1 Avaliacdo da densidade, localizacéo e contagem diferencial de mastécitos

Para evidenciacdo dos mastocitos, as laminas selecionadas foram coradas pela técnica
histoquimica de Azul de Toluidina (0,1%). Foram escolhidos dez campos hotspot utilizando a
objetiva de 10x em dareas intratumorais e peritumorais em tumores primarios, totalizando 20
campos por lamina. J& nos linfonodos e mamas do grupo controle foram apenas 10 campos
por ldmina. A objetiva de 10x foi utilizada para identificagdo dos campos hotspot e em
seguida, objetiva de 40x para captura das fotomicrografias. As imagens foram capturadas em
camera acoplada a microscopio 6ptico (Olympus BX-43 / Olympus Q-Color 5). Quando
ausentes 0os campos hotspot, os mastdcitos eram contados em campos aleatorios. Mastocitos
intratumorais foram determinados como aqueles em contato direto com células tumorais, no
interior dos ninhos de células neoplésicas e no espaco estromal, enquanto os peritumorais
foram definidos como aqueles contidos no tecido da margem tumoral em até 2,0 mm (KESER
et al., 2017). A contagem diferencial de mastécitos granulados e degranulados foi realizada
por meio da analise morfoldgica destas células. Mastdcitos com coloragdo irregular, ou seja,
metacromasia menos intensa, com evidenciacdo nuclear, descontinuidade de membrana com
granulos fora do limite celular foram considerados como degranulados. Mastécitos granulados
foram classificados como aqueles redondos a ovais, com uniformidade de coloracéo, ou seja,
metacromasia densa, contorno nuclear fraco e membrana integra sem extrusdo granular
(FUENTES et al., 2015). Apds captura das imagens, a contagem total e diferencial foi
realizada com o auxilio do software ImageJ versdo 1.42q (Figura 1). A MCD para cada caso

foi expressa pela média dos campos analisados.
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Figura 1 — Avaliacdo de mastocitos. A) Tumor primario, mastdcitos granulados (seta).
B) Mama controle, mastdcitos degranulados (seta) e granulos livres (asterisco).
Azul de Toluidina. Obj. 40x.

Figura 2 — Avaliacdo de mastdcitos. A) Linfonodo sem alteracdo. B) Linfonodo com
metastase. Mastocitos granulados (setas). Azul de Toluidina. Obj. 40x.
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Fonte: do autor (2020).

6.5.2 Avaliacao da angiogénese tumoral

Para analise da densidade de vasos sanguineos nos tumores primarios, as laminas
foram selecionadas e coradas pela técnica histoquimica de Tricromico de Gomori. Foram
identificados dez campos hotspot em &reas peritumorais e intratumorais na objetiva de 10x,
totalizando 20 campos por lamina, e entdo realizada captura das imagens em objetiva de 40x.
As fotomicrografias obtidas foram analisadas no software ImageJ versdo 1.42q para contagem

dos vasos sanguineos. Foram considerados como vasos sanguineos, células endoteliais
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coradas e vasos com limen contendo pelo menos uma hemécia — Figura 3 (RUSSO et al.,
2011). A densidade de vasos sanguineos para cada caso foi expressa pelo valor médio

(ndmero total de microvasos/20 campos).

Figura 3 — Avaliacdo da densidade de vasos (setas amarelas) em tumores primarios.
A) Regido intratumoral. B) Regido peritumoral. Tricrdbmico de Gomori. Obj. 40x.

Fonte: do autor (2020).

6.5.3 Andlise da fibrose intratumoral

Para anéalise da fibrose as laminas selecionadas foram coradas com Tricromico de
Gomori. Capturaram-se trés imagens em objetiva de 10x de areas aleatorias contendo tecido
conjuntivo denso em mamas do grupo controle, benigno e maligno. O célculo da porcentagem
de cada éarea fibrosa foi obtido por meio do software Imagel versdo 1.42q, (Figura 4)
obtendo-se a média das trés imagens capturadas para determinar um valor final para cada

amostra analisada, como descrito anteriormente (DE SOUZA et al., 2018).
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Figura 4 — Identificacdo das areas de fibrose e tecido conjuntivo denso: A e B) Grupo
Controle (mama em repouso); C e D) Grupo 2 (carcinoma papilar invasor).
Tricromico de Gomori, area de tecido conjuntivo denso (A) e fibrose (C) em
verde (asterisco); areas de fibrose evidenciadas em vermelho (B e D) com o
auxilio do software ImageJ (Técnica — Colour Deconvolution —Threshold). Obj.
10x.

Fonte: do autor (2020).

6.6 Questionario de avaliacdo

Um questionario elaborado foi aplicado a todos os tutores cujas cadelas foram inclusas
no estudo. No questionario estdo presentes informacdes sobre histérico reprodutivo e
percepcdo dos tutores sobre o cancer em animais de companhia. O questionario foi aplicado
apos a mastectomia e com autorizagdo dos participantes, enviado via e-mail ou realizado por

meio de ligag&o telefonica.

6.7 Analise estatistica
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As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS versdo 19.0.
Anélises descritivas sdo apresentadas como média + erro padrdo. A distribuicdo dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. Variaveis com distribuicdo normal foram comparadas
entre os grupos por analise de variancia de um fator. Se o resultado da anélise de variancia foi
significativo, utilizou-se o Teste Tukey como teste post hoc. Dados ndo paramétricos foram
comparados entre grupos pelo teste de Kruskal-Wallis. Para todas as variaveis analisadas com
diferenca significativa no teste de Kruskal-Wallis foi avaliada a significancia entre pares de
grupos pelo teste de Mann-Whitney. A analise de correlagdo de Spearman foi utilizada para
analisar a relagdo entre variaveis continuas, foi aplicado para avaliar a correlacdo entre a
densidade de vasos total, intra e peritumoral e a densidade de mastdcitos total, intra e
peritumoral, degranulado e granulado. Diferencas significativas foram indicadas por
probabilidade de P<0,05.

7 RESULTADOS

Foram coletadas glandulas mamarias de 76 cadelas durante o periodo de maio de 2018
a agosto de 2019. Amostras cuja remogdo cirargica ndo contemplou a retirada de linfonodo
regional e aquelas que receberam diagndstico de neoplasias ndo mamarias foram excluidas do
estudo. Desta forma, foram excluidas 34,21% (26/76) das cadelas, sendo 57,69% (15/26) das
exclusdes por auséncia de linfonodo regional e 42,31% (11/26) por diagndstico de tumor de

pele. Os dados de neoplasias cutaneas diagnosticadas estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Diagnosticos histopatologicos de neoplasias cutaneas encontradas no estudo
(maio-2018 a agosto-2019).

N° de casos Diagnéstico histopatoldgico
05 Hemangiossarcoma
03 Carcinoma de células escamosas
02 Mastocitoma (grau Il e grau I11)
01 Cisto infundibular
01 Hemangioma cavernoso
01 Tumor venéreo transmissivel

Fonte: do autor (2019).

Quanto as caracteristicas epidemiologicas, cadelas sem padrdo racial definido (SPRD)
foram as mais acometidas, representando 70,0% (35/50) dos casos. As demais racas estdo

demonstradas na Tabela 2. A idade variou de 5 a 18 anos (média de 9 anos e 8 meses + 3 anos
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e 1 més), com maior frequéncia de cadelas de 6 a 10 anos de idade, representando 52,0%
(26/50). Em quatro casos ndo havia informacdo sobre a idade das cadelas na ficha clinica
(Grafico 1).

Tabela 2 — Numero absoluto e frequéncia relativa de cadelas diagnosticadas com neoplasia
mamaria durante o periodo de maio-2018 a agosto-2019 de acordo com a raga.

Raca Numero de cadelas (n) Frequéncia (%)
SPRD* 35 70,00
Poodle 4 8,00

Labrador Retriever 2 4,00
Shih Tzu 2 4,00
Yorkshire Terrier 2 4,00
Boxer 1 2,00
Chihuahua 1 2,00
Dachshund 1 2,00
Pastor Aleméo 1 2,00
Pinscher 1 2,00
TOTAL 50 100,00

*SPRD = sem padréo racial definido. Fonte: do autor (2019).

Gréfico 1 — NUmero absoluto (n) de cadelas diagnosticadas com neoplasia mamaria durante o
periodo de maio-2018 a agosto-2019, de acordo com a idade.
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*NI = ndo informado. Fonte: do autor (2019).

No que se referem aos tipos histoldgicos, as neoplasias malignas representaram 75,0%
do total de amostras (57/76) e as benignas 25,0% (19/76). Dentre os tumores malignos, o

carcinoma em tumor misto (CTM) foi o tipo mais comum, caracterizando 68,42% (39/57); e
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em relacdo as neoplasias benignas o tumor misto benigno (TMB) representou 57,89% (11/19),
sendo o tipo histoldégico mais comum (Tabelas 3 € 4).

Tabela 3 — Numero absoluto (n) de amostras de neoplasias de mama de cadela no grupo
maligno, diagnosticados no periodo de maio-2018 a agosto-2019.

Diagnostico morfologico Namero de Frequéncia (%)
amostras
Carcinoma em tumor misto (CTM) 39 68,42
Carcinoma papilar 10 17,54

Carcinoma sélido 2 3,51
Carcinoma cribriforme 2 3,51
Carcinoma in situ 1 1,75
Carcinoma micropapilar 1 1,75
Adenomioepitelioma maligno* 1 1,75
Filodes maligno 1 1,75

TOTAL 57 100,0

* = imuno-histoquimica (IHQ) anti-p63 positiva. Fonte: do autor (2019).

Tabela 4 — Numero absoluto (n) de amostras de neoplasias de mama de cadela no grupo
benigno, diagnosticados no periodo de maio-2018 a agosto-2019.

Diagnostico morfologico Amostras (n) Frequéncia (%o)
Tumor misto benigno (TMB) 11 57,89
Papiloma 5 26,32
Adenoma 3 15,79
TOTAL 19 100,00

Fonte: do autor (2019).

Quanto a localizacdo do tumor, as mamas inguinais e abdominais caudais foram as
mais acometidas, sendo 35,53% (27/76) e 32,89% (25/76) respectivamente. As mamas
abdominais craniais foram afetadas em 21,05% dos casos (16/76), toracicas caudais em 9,21%
(7/76) e torécica cranial em 1,32% (1/76). No que se refere ao tamanho tumoral, 67,11%
(51/76) dos tumores apresentaram menos de 3,0 cm de didmetro (T1), 14,47% (11/76) entre
3,0-5,0 cm de diametro (T2) e 18,42% (14/76) eram maiores que 5,0 cm de diametro (T3). A
tabela 5 caracteriza a distribuicdo e frequéncia dos tamanhos tumorais conforme os diferentes

tipos histoldgicos.
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Tabela 5 — Distribuicdo e frequéncia dos tamanhos das neoplasias mamarias de acordo com o
tipo histoldgico.

TIPQ T1-<3cm T2 -3-5cm T3 ->5cm Amostras
HISTOLOGICO N % n % N % =

CTM 23 59,0 7 18,0 9 23,1 39
Carcinoma papilar 8 80,0 1 10,0 1 10,0 10
Carcinoma sélido 0 0,0 1 50,0 1 50,0 2
Carcinoma cribriforme 2 100,0 0 0,0 0 0,0 2
Carcinoma in situ 0 0,0 1 1000 0 0,0 1
Carcinoma micropapilar 0 0,0 0 0,0 1 100,0 1
Adenom;?izrﬂ;e”oma 0 00 0 00 1 1000 1
Filodes maligno 0 0,0 0 0,0 1 1000 1
TMB 10 90,9 1 9,1 0 0,0 11
Papiloma 5 100,0 0 0,0 0 0,0 5
Adenoma 3 100,0 0 0,0 0 0,0 3
TOTAL 51 - 11 - 14 - 76

*CTM = carcinoma em tumor misto; TMB = tumor misto benigno. Fonte: do autor (2019).

Referente a anélise de mastdcitos, a densidade total (P<0,001) foi maior no grupo
controle (P<0,001) quando comparado com o0s grupos maligno e benigno. A contagem
diferencial de mastdcitos granulados (P=0,21) e degranulados (P=0,44) foi semelhante entre

0s grupos (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliacdo da densidade de mastdcitos total, degranulado e granulado em mama
normal (controle), neoplasias benignas e malignas (média + erro padréo).

Controle Benigno Maligno

(n=46) (n=19) (n=57) P
MCD total 5,56+0,48° 2,19+0,59° 2,54+0,27°" <0,001
MCD degranulado total 2,71+0,27 2,46x0,67 2,58+0,29 0,44
MCD granulado total 2,84+0,25 1,99+0,52 2,58+0,28 0,21

MCD = densidade de mastocitos. Fonte: do autor (2020).

Ndo foi encontrada significancia entre os grupos maligno e benigno quanto a

microlocalizacdo dos mastocitos degranulados (P=0,56). Entretanto, a densidade de
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mastdcitos granulados foi maior na regido peritumoral no grupo maligno do que na regido
intratumoral dos grupos benigno e maligno (P=0,03). Os dados estdo representados na Tabela
7.

Tabela 7 — Avaliacdo da microlocalizacdo de mastdcitos granulados e degranulados nos
grupos de neoplasias benignas e malignas (média + erro padréo).

GRUPO Degranulado P Granulado P
Intratumoral Peritumoral Intratumoral  Peritumoral

Ezﬁi'lgg)o 133044  1,12¢026 g5  0,94:030° 104027 g3

'\é'rf‘l'g;‘)o 127021  1,31%0,14 1,150,190  1,42+0,15°

Fonte: do autor (2020).

Foram avaliados 65 linfonodos, sendo 59 sem alteracfes, ou seja, sem metastase, e
seis com metéstases. No que se refere & avaliagdo dos linfonodos do grupo controle (sem
alteraces) e linfonodos metastaticos, ndo houve diferenca entre os grupos quanto a densidade
de mastdcitos degranulados (P=0,76), granulados (P=0,76) e totais (P=0,48); Tabela 8.

Tabela 8 — Média dos valores de mastdcitos granulados e degranulados encontrados nos
linfonodos do grupo controle e metastaticos de cadelas com neoplasia mamaria
(média + erro padréo).

Controle Metastase P
n=59 n=6
Total 1,01+0,16 2,37+1,28 0,48
Degranulado 0,49+0,08 1,58+0,90 0,76
Granulado 0,54+0,09 0,78+0,39 0,76

Fonte: do autor (2020).

Na contagem total de vasos nas neoplasias primarias, as neoplasias malignas possuiam
maior densidade vascular quando comparadas as neoplasias benignas (Maligno 5,32+0,26 e
Benigno 4,16+0,41; P=0,042). Entre os grupos maligno e benigno, quanto a localiza¢do dos
vasos, havia maior densidade vascular peritumoral no grupo maligno do que no grupo
benigno (P=0,02). Porém, a densidade vascular intratumoral foi semelhante entre 0s grupos
(P=0,17; Tabela 9).
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Tabela 9 — Awvaliagdo da densidade vascular (peritumoral/intratumoral) nas neoplasias

benignas e malignas (média + erro padrdo).

GRUPO DenS|dgde vascular P Der]5|dade vascular p
peritumoral intratumoral
oy 3,9+0,49 4,4440,53
Maligno 0,02 0.17
(n=57) 5,38+0,30 5,27+0,31

Fonte: do autor (2020).

Na tabela 10, podem-se observar as correlacOes e valores de p. Houve correlacédo fraca

e positiva entre os vasos intratumorais e mastdcitos (total, degranulado peritumoral e

intratumoral, granulado intratumoral e peritumoral, degranulado total e granulado total); vasos

totais e mastdcitos (total, granulado peritumoral e granulado total) e nenhuma correlacao entre

0S Vasos peritumorais e mastocitos.

Em relacdo a avaliacdo de fibrose, o grupo controle demonstrou maior area em relagéo

aos grupos tumorais (P<0,001). Entre os grupos benigno e maligno ndo foi encontrada

significancia estatistica (P>0,05; Tabela 11).
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Tabela 10 — Correlacdes entre os vasos localizados na area intratumoral, peritumoral e total
com 0s mastocitos (total, degranulado intratumoral e peritumoral, granulado
intratumoral e peritumoral, granulado total e degranulado total).

Densidade
Vascular
INTRATUMORAL PERITUMORAL TOTAL
Mastocito
0,342 0,124 0,225
TOTAL

P 0,0001 0,289 0,05
0,260 0,083 0,152

DEGR INTRA
P 0,024 0,478 0,192
0,267 0,083 0,166

DEGR PERI
P 0,021 0,478 0,154
0,226 0,064 0,121

GRAN INTRA
P 0,05 0,583 0,301
0,322 0,186 0,256
GRAN PERI P 0,005 0,110 0,027
0,319 0,106 0,215
DEGR TOTAL P 0,005 0,365 0,06
0,359 0,181 0,259

GRAN TOTAL
P 0,002 0,121 0,025

Fonte: do autor (2020). *DEGRA (degranulado); INTRA (intratumoral); PERI (peritumoral); GRAN

(granulado).

Tabela 11 — Avaliacdo da porcentagem de fibrose e tecido conjuntivo denso nos grupos de
mama normal, de neoplasias benignas e neoplasias malignas (média + erro

padrdo).
Grupos Média (%)
Controle (n=46) 46,82+1,432
Grupo benigno (n=19) 31,51+2,25"
Grupo maligno (n=57) 31,86+1,31°

Letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,0001). Fonte: do autor (2020).
O questionario obteve taxa de resposta de 72,0% (36/50). As respostas estdo

apresentadas na Tabela 12.
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Variaveis n (%)
CICLO ESTRAL (CIO)

Regular 18 (50,00)
Irregular — intervalo > 6 meses 3(8,33)
Irregular — intervalo < 6 meses 1(2,78)
Na&o sabe informar 14 (38,89)
USO DE CONTRACEPTIVOS

Sim 7 (19,44)
Né&o 26 (72,22)
Né&o sabe informar 3(8,33)
PSEUDOCIESE (GRAVIDEZ PSICOLOGICA)

Sim 9 (25,00)
Né&o 20 (55,56)
Né&o sabe informar 7 (19,44)
GESTACAO PREVIA

Sim 12 (33,33)
Né&o 23 (63,89)
Né&o sabe informar 1(2,78)
CASTRAC;AO PREVIA AO SURGIMENTO DO TUMOR

Sim 7 (19,44)
Né&o 29 (80,56)
MOTIVO DA CASTRACAO

Concomitante a exérese tumoral 24 (66,67)
Preventiva 4 (11,11)
N&o é castrada 4 (11,11)
Doenga (piometra) 2 (5,56)
Outro 2 (5,56)
INTERVAI’_O PERCEPC}AO DO TUMOR x ATENDIMENTO MEDICO

VETERINARIO

Dias ou Semanas (menos de 1 més) 9 (25,00)
Menos de 3 meses 4(11,11)
Entre 3-6 meses 4(11,11)
6 meses a 1 ano 7 (19,44)
Mais de um ano 7 (19,44)
Na&o sei informar 5(13,89)
CONHECIMENTO PREVIO DA EXISTENCIA DE CANCER DE MAMA EM

CADELAS

Sim 29 (80,56)
Né&o 7 (19,44)

Fonte: do autor (2020).
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, a contagem total de mastdcitos ndo diferiu entre 0s grupos
maligno e benigno, coincidindo com os achados de Lavalle et al. (2010). Entretanto,
discordam de estudos prévios, que encontraram maior numero de mastocitos em carcinomas
mamarios, lesdes pré-neoplésicas e 4areas invasoras, quando comparados com lesbes
hiperplasicas e glandula mamaria normal de cadelas (IM et al., 2011; SFACTERIA et al.,
2011). Fakhrjou et al. (2016) observaram maiores nimeros de mastdcitos com o aumento no
grau de malignidade em carcinomas mamarios de mulheres. Além disso, o nimero de
mastacitos foi superior em lesbes malignas do que em lesdes benignas, sugerindo potencial
papel dessas células em neoplasias malignas (KASHIWASE et al., 2004).

Também ndo houve significancia na contagem diferencial total de mastocitos
(granulados e degranulados) entre 0s grupos. Porém, este estudo € pioneiro na contagem
diferencial de mastocitos em neoplasias mamaérias de cadelas. Zaidi e Mallick (2014)
encontraram maior densidade de mastocitos degranulados em casos de carcinoma de células
escamosas (CCE) quando comparados com o grupo controle saudavel. Poucos estudos foram
direcionados para avaliar a importancia da degranulagdo na progressao do cancer em humanos
e cadelas. Por isso estudos com técnicas mais precisas para identificacdo de mastdcitos e em
maior nimero de casos, poderdo trazer resultados de maior acurécia.

Com relagdo a microlocalizacdo (peritumoral ou intratumoral) dos mastdcitos
degranulados ndo foi encontrada significancia entre os grupos, em oposi¢cdo aos achados em
cancer de mama em mulheres. Mangia et al. (2011) encontraram mastécitos degranulados
mais frequentes no tecido ndo tumoral e peritumoral. Também nédo foram encontrados estudos
prévios que investigassem esse aspecto em neoplasias mamarias de cadelas. Na regido
peritumoral do grupo maligno foram encontrados mais mastdcitos granulados gquando
comparado com a regido intratumoral dos grupos maligno e benigno. Diferentemente do
observado por Carpenco el at. (2019) que encontraram maior densidade de mastocitos na
regido intratumoral de tumores mais agressivos, servindo como fator prognéstico. Assim
como observado por Keser et al. (2017) que correlacionaram positivamente parametros
prognosticos como, por exemplo, invasdo vascular e linfatica com maior densidade de
mastocitos intratumorais em carcinomas mamarios.

Em relacdo a infiltragdo de mastocitos nos linfonodos, hd uma dificuldade de
encontrar dados na literatura sobre a densidade dessas células nesse 6rgdo em condicdes de

normalidade e em casos de metastases provocadas por neoplasias mamarias em cadelas. No
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cancer de mama em mulheres foram encontrados mais mastocitos no linfonodo axilar sem
alteracBes do que em linfonodos com metastase, significando que, quanto mais mastocitos,
melhor o progndstico (NAIK et al., 1997; JANA et al., 2017). Esse achado difere do presente
estudo, que ndo encontrou maior mediana em linfonodos com metastase, entretanto o
reduzido nimero de amostras pode justificar a falta de significancia desta anélise.

Quanto a angiogénese, os estudos realizados mostram a semelhanca morfoldgica entre
0s vasos em neoplasias mamarias de cadelas e de mulheres, enfatizando o uso desses animais
como modelo espontaneo (SLEECKX et al., 2011). Assim como observado no presente
estudo, Restucci, De Vico e Maiolino (2000) também detectaram maior densidade de
microvasos em neoplasias malignas de cadelas. Em outros tumores que acometem humanos,
esta também foi uma observacdo comum. Como em neoplasias colorretais que exibem
densidade microvascular superior em carcinomas quando comparados a adenomas, inferindo
gue a angiogénese acompanha o desenvolvimento tumoral (WONG et al., 1999). Ademais, as
proprias células endoteliais também sdo capazes de estimular o crescimento neoplasico.
Consequentemente, quanto mais vasos, mais células endoteliais, maior proliferacdo tumoral e
maior risco de disseminacdo (RESTUCCI; DE VICO; MAIOLINO, 2000).

No que se refere a localizagdo dos microvasos, os dados encontrados confirmam os
achados de estudos anteriores realizados com neoplasias mamarias de cadelas, onde regibes
peritumorais de neoplasias malignas possuiam mais vasos quando comparado com tumores
benignos (GRAHAM; MYERS, 1999; SLEECKX et al., 2014). A angiogénese aferida pela
densidade de microvasos em neoplasias mamarias de cadelas € considerada um indicador de
malignidade, assim como observado para o cancer de mama em mulheres (NARITA et al.,
1998; LAVALLE et al., 2009). Estudos adicionais que possam avaliar a densidade de
microvasos, associando ao intervalo livre de doenca e tempo de sobrevida sdo imprescindiveis
para consolidar essa afirmativa no presente estudo.

A correlagdo entre vasos e mastdcitos no presente estudo foi semelhante aos achados
de Im et al. (2011), que encontraram correlacdo entre densidade de mastdcitos e densidade de
vasos sanguineos em carcinoma mamario de cadelas. Entretanto, as técnicas utilizadas neste
estudo para evidenciacdo dos mastocitos foi de imunohistoquimica anti-triptase e azul de
toluidina. A imunomarcacdo mostrou correlagcdo superior quando comparada com a técnica
histoquimica, sugerindo a triptase como um estimulador potente da angiogénese. Esse achado
também foi encontrado em estudo de mulheres com cancer de mama, em que houve
correlacdo entre mastocitos positivos para triptase e densidade microvascular (RANIERI et

al., 2009). Em Medicina, diferentes tipos de neoplasias foram pesquisados e obtiveram
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correlacdo entre mastocitos e densidade de microvasos como tumores pulmonares, cancer
endometrial e CCE oral (TOMITA; MATSUZAKI; ONITSUKA, 2000; RIBATTI et al.,
2005; MICHAILIDOU; MARKOPOULOS; ANTONIADES, 2008). Zaidi e Mallick (2014)
verificaram que 0s mastocitos associados ao tumor liberam componentes granulares que
potencializam a angiogénese.

Com relacdo a érea de fibrose e tecido conjuntivo denso, o grupo controle obteve
média superior, uma vez que o tecido mamario normal possui maior deposicdo de colageno
qguando comparado com tecidos neoplasicos. A anatomia da glandula mamaria normal é
semelhante entre cadelas e mulheres (MARKKANEN, 2019). O estroma mamario é altamente
fibroso quando comparado a outras espécies (HASSIOTOU; GEDDES, 2014). Entretanto,
assim como foi observado por Toledo et al. (2018), ndo houve significancia estatistica entre
0s grupos de neoplasias benignas e malignas. Diferentemente de outros estudos que
encontraram a porcentagem de fibrose como um fator progndstico independente em
neoplasias mamarias de mulheres e cadelas, sendo observadas maiores porcentagens de tecido
fibroso em neoplasias mais agressivas, com menor tempo de recorréncia e sobrevida (DE
KRUIJF et al., 2011; DEKKER et al., 2013; GUJAM et al., 2014; MOORMAN et al., 2012;
DE SOUZA et al., 2018). O numero reduzido de amostras associado a heterogeneidade das
neoplasias mamarias em cadelas podem ter dificultado a interpretacdo dos resultados obtidos.

A maioria das cadelas foi castrada apds o diagnéstico de neoplasia mamaria e a
cirurgia de ovariosalpingohisterectomia foi realizada concomitantemente a exérese do tumor.
Entretanto, a idade das cadelas a castracdo ndo foi informada, uma vez que muitos tutores nao
sabiam fornecer esta informacdo. Esses achados confirmam a importancia da castracdo
precoce com caracter preventivo, uma vez que a exposicdo prolongada do epitélio da glandula
mamaria a hormonios sexuais é conhecida como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do tumor de mama em cadelas (NUNES; CAMPOS; BERTAGNOLLI,
2017).

As neoplasias ndo mamarias foram diagnosticadas clinicamente como neoplasias de
glandula mamaria, demonstrando falha na escolha de métodos adequados para o diagndstico.
A CAAF ja foi demonstrada como método eficaz no diagndstico de neoplasias mamarias
caninas, correlacionada ao exame histopatologico. Cassali et al. (2007) e Simon et al. (2009)
encontraram, respectivamente, sensibilidade de 88,6% e 88% e especificidade de 100% e 96%
para o diagnostico de lesdes mamarias malignas. Além disso, a CAAF é um método de
triagem de facil execucdo, rapido, ndo invasivo e ndo oneroso. A técnica fornece diagnostico

diferencial para lesdes inflamatorias, ndo neoplasicas e neoplasicas (PAVEL; MALANCUS;
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CONDREA, 2016), reduzindo possiveis erros diagnosticos, que minimizardo as chances de
sub ou supertratamentos.

No que se refere a idade, os resultados obtidos sdo similares aos dados encontrados na
literatura que apontam as cadelas de meia idade e idosas como sendo mais suscetiveis
(SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Observando a distribuicdo racial, a maior
frequéncia de cadelas acometidas serem SPRD pode estar associada ao fato destes animais
representarem a maior parte da populacdo atendida nas clinicas e hospitais veterinarios, bem
como nos exames encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV-UFLA). Porém, a
predisposicdo racial ainda ndo esta totalmente elucidada na literatura. Sorenmo (2003)
evidenciou que o risco de desenvolvimento de cancer de mama de acordo com as ragas, varia
com o estudo e a localizacao geografica.

A maior frequéncia de tumores malignos observada (75,0%), foi semelhante ao estudo
de Oliveira Filho et al. (2010), onde as neoplasias malignas representaram 73,4% do total de
diagndsticos de tumores de mama. Entretanto, Toribio et al. (2012) encontraram frequéncia de
90,9% de neoplasias mamarias malignas no Nordeste do pais. Quando comparadas com
relatos da literatura estrangeira, as neoplasias mamarias malignas em cadelas possuem
frequéncias bem menores, como o estudo de Sorenmo et al. (2009) que diagnosticou apenas
15,7% (37/236) de neoplasias malignas. Essa diferenca deve-se ao fato de que no Brasil o
tempo entre a identificacdo do tumor e a procura por auxilio veterinario é prolongado. A
demora pode favorecer a progressdo de tumores benignos para malignos (SORENMO et al.,
2009).

Os dados sobre a localizacdo tumoral apoiam-se nos achados da literatura, que
descrevem os dois Ultimos pares de mamas, ou seja, abdominal caudal e inguinal como as
mais acometidas. Provavelmente essas glandulas respondem de forma mais ativa ao estimulo
hormonal, devido a maior quantidade de tecido parenquimatoso (SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013; CASSALI et al., 2014). Quanto ao tamanho tumoral, foi observada
maior frequéncia de tumores inferiores a 3,0 cm, tanto malignos quanto benignos. Entretanto,
todos os tumores maiores que 5,0 cm receberam diagnostico de neoplasia maligna, com
prognoéstico desfavoravel, como o carcinoma micropapilar e o carcinoma sélido. LesGes de
tamanho superior a 5,0 cm estdo comumente associadas a malignidade, prognosticos piores,
maior indice de proliferacdo celular, menor expressdo de receptores hormonal e

consequentemente, menor sobrevida (FERREIRA et al., 2009).
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9 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que uma maior densidade de mastocitos esta
relacionada a maior densidade de vasos sanguineos e que estes sdo mais abundantes em
neoplasias malignas reforcando o papel crucial da angiogénese no desenvolvimento
neoplésico. A angiogénese &€ um potente alvo de terapias antitumorais, porém estudos
complementares com maior nimero de casos envolvendo técnicas mais precisas como a
imunohistoquimica e associando com fatores clinicos sdo imprescindiveis para proporcionar

suporte adicional as descobertas presentes.
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ANEXO A — Ficha entregue aos médicos veterinarios participantes do projeto.

FICHA DE ENVIO DE MATERIAL PARA O PROJETO DE MESTRADOD — Fernanda Rezende Souza
E imprescindivel o preenchimento dessa ficha para que o material participe do projeto

2N NOME DO /
\m mJ EST 2

ABELECIMENTO =

DADOS DO TUTOR DADOS DO PACIENTE
Mome: Mome:
Espécie: | ) Caninal ) Felina
Telefone: Idade: Raca:
Castrada: [ ) Sim [ ) M&o

DADOS DO MATERIAL

Data da coleta:

{ ) Nodulectomia—remocdo dols) nodulo(s) encontrado(s)

( ) Mastectomiasimples—remocdodagléndula mamdria acometida

[ ) Mastectomia regional — remocdo de duas ou mais glandulas mamarias

{ ) Mastectomiaunilateral — remocdo de todas as glandulas mamarias (ipsilateral)

{ ) Mastectomia bilateral — remocido de todas as glandulas mamarias (esquerda e direita)

DESENHAR NO MODELO QUAL/QUAIS MAMAS FORAM RETIRADAS

CANIND

Direita ’ quuerda

REMOCAO DE LINFONODOREGIONAL:{ )Sim ( ) Nio

EXAMES COMPLEMENTARES

Imagem (raio-x, ultrassom): [ ) Sim{ ) Mdo

Hemograma: [ ) 5im | ) NSo

Biogquimico: [ ) 5im{ ) Mo

Ohbservacies:

Em caso de dividas por gentileza entrar em contato (35) 99186-4942 Ol ou (35) 99242-4942 TIM
0 preenchimento da ficha é essencial para o sucesso da pesquisa! Obrigada pela compreensdo.

Fonte: do autor (2018).
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