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RESUMO 

 

O câncer de mama apresenta grande importância para a saúde pública devido à alta 

morbimortalidade relacionada à doença. Neoplasias mamárias caninas apresentam grande 

similaridade epidemiológica, clínica, biológica e genética com o câncer de mama em mulheres 

e, por isso, têm sido consideradas adequados modelos de estudo desta neoplasia. Sabe-se que a 

matriz extracelular exerce um importante papel durante a progressão tumoral e, nesse processo, 

as fibras colágenas tornam-se mais organizadas e alinhadas. Acredita-se que esse evento esteja 

associado ao crescimento, invasão e migração tumorais, importantes processos no surgimento 

de metástases. Assim, o objetivo deste estudo foi correlacionar as alterações das fibras 

colágenas nos principais subtipos histológicos de carcinomas mamários caninos com o 

comportamento tumoral, sobrevida e características clinico-patológicas. Para isso foi realizado 

um estudo retrospectivo com 45 casos de neoplasias mamárias caninas em que foram 

selecionados 5 subtipos histológicos: tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto, 

carcinossarcoma, carcinoma micropapilar e carcinoma sólido; e 12 amostras de mama normal. 

Foram realizadas análises de microscopia por geração de segundo harmônico e por absorção de 

dois fótons. Foram realizadas medidas em 950 diferentes regiões com a metodologia descrita. 

Foram selecionados 06 parâmetros: anisotropia, anisotropia local, número de fibras, tamanho 

médio das fibras, área de cobertura da fibra e área de cobertura de células, para as comparações 

entre os tipos histológicos e a mama normal. Foram utilizados os mesmos parâmetros para as 

comparações entre mama normal e regiões benignas, malignas in situ e malignas invasoras do 

carcinoma em tumor misto para avaliação das fibras colágenas durante a progressão tumoral. 

Posteriormente, foram realizadas correlações entre os parâmetros de colágeno analisados com 

graduação histológica, estadiamento clínico, proliferação celular, subtipo molecular e 

sobrevida. Os dados mostraram que em tecidos neoplásicos as fibras colágenas estão mais 

organizadas e alinhadas em relação aos tecidos normais. Foi possível observar uma maior 

organização do colágeno à medida que há progressão tumoral. No entanto, quando comparado 

o comprimento médio das fibras colágenas entre os diferentes tipos histológicos de carcinomas, 

observou-se que em tumores mais agressivos as fibras são menores em relação aos tumores 

menos agressivos, possivelmente devido à ruptura das fibras pelas células tumorais para 

infiltração do tecido circunjacente. O comprimento médio das fibras colágenas apresentou 

correlação com a sobrevida das cadelas e com subtipo histológico, graduação histológica e 

proliferação celular dos carcinomas mamários avaliados. Assim, a avaliação do colágeno pela 

técnica do segundo harmônico permitiu demonstrar diferenças no alinhamento das fibras de 

colágeno entre as neoplasias e a mama normal, durante as etapas da progressão tumoral. 

Também permitiu avaliar diferenças entre tumores mais agressivos e com prognóstico 

desfavorável e carcinomas menos agressivos. Além disso, foi possível estabelecer um ponto de 

corte para o comprimento médio da fibra quando correlacionado com a sobrevida das cadelas, 

sugerindo que a microscopia por geração de segundo harmônico poderia ser utilizada como um 

teste com valor prognóstico para o câncer de mama em cadelas. 

 

Palavras-chave: carcinomas mamários, matriz extracelular, organização do colágeno, 

microambiente tumoral, progressão tumoral, cadelas. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Breast cancer has of great importance for public health due to the high morbidity and mortality 

related for disease. Canine mammary neoplasms have great epidemiological, clinical, biological 

and genetic similarities and, therefore, they have been considered good models for the study of 

breast cancer in women. It is known that the extracellular matrix plays an important role during 

tumor progress and, in the process, the collagen fibers become more organized and aligned. It 

is believed that this event is associated with invasions and the capture of tumors, which is 

important in the appearance of metastases. Thus, the aim of this study was to correlate the 

changes collagen fibers in the main subtypes of mammary carcinomas of dogs with the tumoral 

behavior and clinical-pathological characteristics. For this, a retrospective study was carried 

out with 45 cases of canine mammary neoplasm in which 05 histological subtypes were selected 

- benign mixed tumor, carcinoma in mixed tumor, carcinosarcoma, micropapillary carcinoma 

and solid carcinoma; and 12 samples normal mammary gland. Microscopy analyzes were 

performed through second harmonic generation and absorption of two photons. Measurements 

were taken in 950 different regions using the described methodology. Six parameters were 

selected - SHG anisotropy, local SHG anisotropy, no. fibres, mean fibre length, fibre coverage 

area and cell coverage area - for comparison between histological types and normal breast. The 

same parameters were used for comparisons between normal mammary regions and benign 

regions, malignant in situ and malignant invasive regions in the carcinoma in mixed tumor, for 

the evaluation of collagen fibers during tumor progression. Subsequently, correlations were 

carriet out between the analysed parameters and the clinical-pathological data. The data showed 

that in neoplastic tissues the collagen fibers are more organized and aligned in relation to normal 

tissues. It was possible to observe a greater collagen organization as the tumor progression. 

However, when comparing the length of collagen fibers between the different histological types 

of carcinomas, was observed that in more aggressive tumors the fibres smaller in relation to 

less aggressive tumors, possibly due to the rupture of the fibres by the tumor cells for infiltration 

of the surrounding tissue. The mean fibre length showed a correlation with canine’s survival 

and with histological subtype, histological grading and cell proliferation of the mammary 

carcinomas evaluated. Thus, the evaluation of collagen by the second harmonic generation 

technique allowed to demonstrate differences in the alignment of collagen fibers between 

neoplasms and the normal mammary gland, during tumor progression. It also made it possible 

to assess differences between more aggressive tumors with an unfavorable prognosis and less 

aggressive carcinomas. In addition, it was possible to establish a cutoff point for the mean fibre 

length when they are correlated with the survival of patients, suggesting that microscopy by 

second harmonic generation can be used as a test with prognostic value for canine mammary 

neoplasms. 

 

 

Keywords: mammary carcinoma, extracelular matrix, collagen organization, tumor 

progression, tumor microenvironment, canines.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum que afeta mulheres em todo o 

mundo, motivando estudos sobre prevenção e diagnóstico precoce, na busca pela redução da 

morbimortalidade relacionadas a essa neoplasia (TORÍBIO et al, 2012). Possui interesse, 

também, em Medicina Veterinária principalmente pela elevada prevalência de tumores 

malignos em cadelas, em grande parte reflexo do diagnóstico tardio que compromete o 

tratamento e reduz a taxa de sobrevida dos animais (CAVALCANTI & CASSALI, 2006; 

ANDRADE et al, 2010; ESTRELA-LIMA, 2010). As neoplasias mamárias em cadelas e em 

mulheres apresentam similaridades epidemiológicas, clínicas, biológicas e genéticas, o que 

possibilita a utilização da cadela como um modelo comparativo espontâneo (CASSALI, 2000; 

CASSALI, 2002; MISDORP, 2002; UVA et al, 2009; RIVERA & VON EULER, 2011; 

MARKKANEN, 2019). 

Neoplasias mamárias estimulam alterações nos componentes da matriz extracelular. 

Tecidos neoplásicos são capazes de estimular alterações estruturais significativas nas fibras 

colágenas e, por isso, compreender a estrutura e as propriedades funcionais das fibras colágenas 

é de considerável interesse para compreensão do comportamento tumoral em diversos tipos de 

neoplasias mamárias (FALZON et al, 2008). O colágeno tem um papel significativo no 

surgimento de metástases, bem como na atividade de metaloproteinases (MMP) de matriz que 

resultou em um número considerável de estudos envolvendo prognóstico e terapêuticas do 

câncer de mama (HOMPLAND et al, 2008; BURKE et al, 2013; BURKE et al, 2013; BURKE 

et al, 2015; BARKUS et al, 2017; CASE et al, 2017; COKLIN et al, 2017). Estudos mostram 

que glândulas mamárias neoplásicas apresentam fibras colágenas mais organizadas e alinhadas 

em comparação com a mama normal e, por isso, a organização do colágeno apresenta correlação 

com prognósticos desfavoráveis (CASE et al, 2017; CONKLIN et al, 2018; NATAL et al, 

2018; NATAL et al, 2019). Além disso, alterações na densidade do colágeno e na organização 

das fibras foram associadas ao grau do tumor e sobrevida gloral em carcinomas mamários 

(CASE et al, 2017). 

A maior organização do colágeno em neoplasias mamárias também está relacionada à 

migração e invasão das células tumorais por meio do mecanismo conhecido como durotaxia. 

Em geral, as propriedades mecânicas de um corpo são heterogêneas; por exemplo, a elasticidade 

macroscópica dos tecidos pode variar dependendo do tipo de tecido - nervoso, muscular ou 

ósseo. Mesmo em tecidos que compartilham os mesmos tipos celulares, a microscopia e a 
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distribuição espacial da elasticidade também é heterogêna (EBATA et al, 2019). Por isso, para 

que a migração celular ocorra espontaneamente em matrizes com diferentes gradientes de 

elasticidade é necessário que haja modificações no microambiente em que essas células estão 

inseridas. Quando matrizes macias e rígidas são unidas, as células aderentes exibem migracão 

direcional da região mais macia para a região mais rígida, o que é denominado durotaxia. 

Embora muitos estudos tenham examinado a migração em um amplo gradiente de rigidez ou 

em um pico único de elasticidade, em geral as células são capazes de detectar um campo de 

elasticidade microscopicamente heterogêneo. (ZHANG et al, 2013; EBATA et al, 2019; 

MIERKE, 2019; MORIYAMA & KIDOAKI, 2019). Assim, acredita-se que as alterações 

ocorridas na matriz extracelular são essenciais no processo de rompimento da membrana basal 

pelas células tumorais, com consequente extravazamento e metastatização. Assim, a deposição 

de colágeno e a maior organização das fibras em tecidos neoplásicos pode estar associada essa 

característica de migração tumoral em carcinomas mamários (ZHANG et al, 2013; FRIEDL & 

BROCKER, 2019; DUCHEZ et al, 2019; EBATA et al, 2019; MIERKE, 2019; MORIYAMA 

& KIDOAKI, 2019). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Câncer de mama 

 

Em 2018 cerca de 2,1 milhões de mulheres foram diagnosticadas com câncer de mama 

(HARBECK et al., 2019). Esse dado corresponde a cerca de 25% dos casos novos a cada ano, 

sendo a neoplasia mais comum entre mulheres no mundo e no Brasil, depois do câncer de pele 

não melanoma. No Brasil este índice é de 29%. Em 2018 foram esperados cerca de 59.700 

novos casos da doença no país. O número de mortes relacionadas à doença foi de 16.927 

mulheres e 203 homens em 2017. A incidência anual de carcinomas mamários tem aumentado 

em cerca de 3,1% a cada ano, começando com 641 mil casos em 1980 aumentando para mais 

de 1,6 milhões em 2010. É possível que essa incidência continue aumentando (INCA, 2019). 

O câncer de mama surge no ducto ou na unidade lobular (unidade funcional da mama). 

O mecanismo exato pelo qual o câncer de mama é iniciado ainda é desconhecido, porém, muitos 

estudos têm sido realizados para caracterizar molecularmente esse processo e delinear a 

formação e a progressão tumoral (HARBECK et al, 2019). No nível da célula de origem, o 

modelo de evolução clonal (no qual mutações se acumulam devido a alterações epigenéticas 

nas células tumorais e as células “mais adaptadas” sobrevivem) e o modelo de células-tronco 

cancerígenas (em que apenas as células cancerígenas precursoras iniciam e sustentam a 

progressão) são amplamente estudadas.  Dezenas de mutações genéticas foram identificadas em 

mulheres com câncer de mama, incluindo amplificações, mutações de perda de função, 

mutações de ganho de função e exclusões (RAZZAK, 2019).  

A nível morfológico existe um contínuo processo de lesões e modificações genéticas 

nas glândulas mamárias levando ao desenvolvimento do câncer. A nível molecular, há 

evidências mostrando que o câncer de mama evoluiu ao longo de duas divergentes vias 

moleculares de progressão, principalmente relacionadas a expressão de receptores de estrógeno 

e a proliferação de tumores (HARBECK et al, 2019). Além disso, a identificação de genes de 

susceptibilidade ao câncer de mama esclareceu alguns aspectos da patogênese da doença 

esporádica e herdada (RAZZAK, 2019). Clinicamente as características moleculares relevantes 

estão relacionadas ao receptor de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2), receptores 

hormonais (estrógeno e progesterona) e mutações BRCA. Esses dados combinados com as 

características histológicas orientam o tratamento e são utilizados na pesquisa (RAZZAK, 

2019). 



 

21 
 

Além dessas características, o clássico estadiamento TNM e a graduação histológica das 

neoplasias são indicadores prognósticos tradicionais e base do tratamento individualizado. A 

descoberta de vários subtipos clínico-patológicos de carcinoma de mama levou a uma melhor 

compreensão da biologia molecular e produziu um efeito naavaliação de risco de recorrência e 

clínica tratamento do câncer de mama (SAWAKI et al, 2018). O objetivo do sistema de 

estadiamento TNM é prever o prognóstico, em outras palavras, "risco de base" de câncer de 

mama no momento do diagnóstico e após a cirurgia. A principal utilidade do estadiamento é 

prever a recorrência subsequente em pacientes que não recebem terapia e para orientar se o 

paciente deve ou não receber quimioterapia adjuvante ou terapia endócrina ou terapia anti-

HER2 (SAWAKI et al, 2018). 

Devido à alta morbimortalidade associada ao câncer de mama, novas abordagens 

diagnósticas e terapêuticas têm sido demandadas. Assim, os tratamentos estão se tornando cada 

vez mais individualizados, com base nas características das células tumorais. Porém, o maior 

desafio atualmente é garantir que mulheres de todas as partes do mundo possam ter acesso ao 

diagnóstico de alto padrão de qualidade e tratamento (HARBECK et al, 2019).  

 

2.2 Câncer de mama em medicina veterinária 

 

 Os carcinomas mamários são as neoplasias mais frequentes em medicina veterinária. As 

neoplasias da glândula mamária afetam, em sua maioria, cadelas idosas não castradas 

(DALECK et al., 1998; DE NARDI et al., 2002). A maioria das cadelas com lesões mamárias 

estão clinicamente saudáveis no momento do diagnóstico e as lesões podem ser identificadas 

pelo próprio proprietário ou por um profissional durante um exame físico de rotina 

(SORENMO, 2003). As neoplasias mamárias são comumente apresentadas como nódulos 

circunscritos com tamanho variável, consistência e mobilidade da pele e músculo. Podem estar 

associados à ulceração na pele e a reações inflamatórias. Frequentemente são observados 

múltiplos nódulos em uma única glândula mamária ou, ainda, mais de uma glândula afetada 

(tumores multicêntricos) que podem ser de diferentes tipos histológicos (KURZMAN et al, 

1986; MISDORP, 1999). 

 A determinação do estadiamento clínico permite a definição da extensão da neoplasia, 

permitindo estabelecer um prognóstico e planejar o tratamento, dando indicações precisas ao 

anatomopatologista sobre o material submetido à análise (CASSALI et al, 2014). O 

estadiamento clínico é determinado de acordo com o Sistema TNM estabelecido pela 
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Organização Mundial de Saúde para tumores mamários caninos (anexo I). Com base nesse 

sistema são determinados o tamanho da lesão primária (T), a extensão de sua disseminação para 

os linfonodos regionais (N) e a presença ou ausência de metástases à distância (M) (OWEN, 

1999). 

Além disso, a classificação histopatológica do câncer de mama é importante para a 

avaliação da arquitetura da neoplasia, identificação das variações morfológicas do núcleo e 

determinação do grau histológico. Esses parâmetros apresentam significativa correlação com a 

agressividade tumoral. Atualmente, em medicina humana, o sistema de classificação mais 

utilizado é o Nottingham modificado por Elston e Ellis (1998), substituindo avaliações 

subjetivas anteriores, quando o grau de diferenciação tumoral era estimado pela aparência geral 

do tumor. O grau histológico baseia-se na avaliação do índice de formação tubular, 

pleomorfismo nuclear e contagem mitótica. O grau histológico é obtido por meio da soma das 

pontuações que resultam em um valor total que varia de 3 a 9 (anexo 2) (CASSALI et al, 2014). 

A classificação histopatológica pode variar consideravelmente, principalmente sobre os tipos 

histológicos mais comuns, como tumores mistos e carcinomas em tumores mistos (CASSALI 

et al, 2014). A classificação mais amplamente adotada é a de Misdorp et al (1999). O grau 

histológico é um fator prognóstico independente. Em um estudo epidemiológico realizado por 

Nunes e colaboradores (2018) verificou-se que a maioria dos carcinomas mamários caninos 

malignos estavam associados a um baixo grau histológico (I e II). Um maior tempo de sobrevida 

estava relacionado ao aumento na anaplasia, com apresentação de grau III e menor sobrevida 

global.  

Além disso, ulceração, necrose e recorrência foram propostas como fatores prognósticos 

(CASSALI et al, 2014; NUNES et al, 2018). A ulceração pode ser causada pelo crescimento 

tumoral invasivo, isquemia ou infecção de pele, embora essas características não estejam 

necessariamente associadas a um comportamento biológico mais agressivo. A presença de 

metástases distantes é mais comumente encontrada nos pulmões, seguido pelo fígado, rins, 

baço, ossos, sistema nervoso central e pleura. Essas metástases distantes estão associadas a uma 

diminuição na sobrevida global do paciente (VON EULER, 2011; NUNES et al, 2018). 

Um consenso para tumores mamários caninos foi proposto por Cassali e colaboradores 

(2014), contemplando uma classificação mais abrangente adotando novos subtipos não 

descritos por Misdorp et al (1999), a exemplo das lesões não neoplásicas e os carcinomas 

micropapilares (quadro 01). 
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Quadro 01: Classificação histológica das neoplasias mamárias caninas.  

Cassali et al, 2014 modificado de Misdorp et al, 1999. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CASSALI et al, 2014. 
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2.2 Características histopatológicas das lesões mamárias 

 

 Neste tópico serão abordadas as principais características das lesões mamárias estudadas 

neste trabalho.  

 

2.2.1 Tumores mistos  

 

 Os tumores mistos benignos são caracterizados por proliferação benigna de células 

morfologicamente semelhantes aos componentes epiteliais (luminal ou células mioepiteliais) e 

mesenquimais que produzem cartilagem e/ou osso e/ou tecido adiposo, possivelmente em 

combinação com tecido fibroso (MISDORP et al, 1999). As células mioepiteliais podem ser 

fusiformes ou estreladas e, geralmente, estão incorporadas a uma matriz extracelular abundante 

(matriz mixóide). A proliferação de células mioepiteliais em associação com a matriz mixóide 

é a origem da cartilagem ectópica observada em tumores mistos, sugerindo ser um resultado da 

transição epitelial-mesenquimal (ERDELYI et al, 1991). Algum grau de pleomorfismo e atipia 

é frequentemente observado neste tipo de neoplasia, dificultando, muitas vezes, seu diagnóstico 

diferencial com o carcinoma em tumor misto. A histogênese dessas lesões ainda é bastante 

discutida, porém assume-se que todos os seus elementos, incluindo os mesenquimais, são 

originários das células mioepiteliais ou das células de reserva ductais. O tumor misto benigno 

é o tumor benigno mais comum em cães (MISDORP et al, 1999; CASSALI et al, 2014).   

Os tumores mistos benignos da glândula mamária são pouco frequentes em humanos, 

porém são rotineiramente diagnosticados em glândulas salivares, sendo denominados tumores 

mistos ou adenomas pleomórficos (VOZ et al, 2000). Estas neoplasias também podem sofrer a 

transformação maligna e originar carcinomas ex-adenomas pleomórficos (LEWIS et al, 2011). 

Tanto em humanos como em cadelas fatores como o tempo de crescimento e a recorrência têm 

correlação com a malignidade (MOULTON et al., 1970; AUCLAIR; ELLIS, 1996; LEWIS et 

al., 2001; FOWLER et al., 2006). Além disso, similaridades na expressão de moléculas como 

citoqueratina, p63, vimentina, β-catenina e E-caderina e mesma faixa etária de acometimento 

das lesões benignas e malignas sugerem patogênese semelhante nestes tumores (GENELHU et 

al., 2007). 

O carcinoma em tumor misto surge da transformação maligna epitelial em tumores 

mistos benignos (MOULTON et al., 1970; MISDORP et al., 1999). São os tumores malignos 

mais frequentes na glândula mamária da cadela, representando cerca de 42% das neoplasias 
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malignas CASSALI et al, 2009), podendo chegar a 56,7% (TORÍBIO et al, 2012). Esses 

tumores exibem um complexo padrão histológico, pois possuem componentes de origem 

epitelial e mesenquimal. Alguns desses componentes podem se transformar em componentes 

malignos, levando ao desenvolvimento de carcinomas. Os carcinomas em tumores mistos são 

aqueles que contêm focos ou nódulos de células epiteliais com elevado pleomorfismo e mitoses 

atípicas. A proliferação de células carcinomatosas pode invadir ou substituir completamente a 

lesão benigna pré-existente. As células epiteliais malignas exibem crescimento infiltrativo, que 

pode ser identificado pela perda da continuidade da camada basal/mioepitelial associada a 

aglomerados de células tumorais que penetram o estroma. A ocorrência de proliferações não 

invasivas (in situ) também pode ser observada (MISDORP et al, 1999; CASSALI et al, 2014).  

 A diferenciação entre os componentes in situ e invasores nos carcinomas em tumores 

mistos é possível devido a presença de invasão e microinvasão estromal. As áreas de invasão 

são caracterizadas pela presença de aglomerados de células epiteliais tumorais infiltrativas nas 

regiões de estroma periductal próximos aos componentes do carcinoma. A microinvasão é 

identificada em áreas in situ que tenham pequenas regiões em que há projeção de células 

neoplásicas que rompem a membrana basal (MISDORP et al, 1999; CASSALI et al, 2014). Por 

isso, os carcinomas em tumores mistos são amplamente utilizados como modelo para o estudo 

da progressão tumoral, uma vez que no mesmo tipo histológico podem ser encontradas regiões 

benignas, malignas in situ e malignas invasoras. Além disso, a abundância na quantidade de 

matriz extracelular permite avaliar as alterações que ocorrem na matriz durante a progressão 

tumoral (MISDORP et al, 1999; CASSALI et al, 2014). Os tumores mistos benignos e 

carcinomas em tumores mistos podem progredir com formação óssea associada à presença de 

medula óssea (HELLMÉN, 2005), caracterizando uma metaplasia mieloide (GRANDI et al, 

2010; AULER et al, 2011). Aproximadamente 4% dos tumores mistos apresentam esta 

característica (AULER et al, 2011). 

 Carcinomas em tumores mistos benignos eram designados tumores mistos malignos. 

Esta denominação também era aplicada aos carcinossarcomas e por isso eram considerados 

sinônimos (HAMPE; MISDORP, 1974). Este último tipo histológico apresenta malignidade 

nos componentes epitelial e mesenquimal, diferente do carcinoma em tumor misto benigno, em 

que somente células epiteliais são malignas (MISDORP et al, 1999). Devido à distinção 

histológica, Misdorp e colaboradores (1999) propôs que o termo tumor misto maligno fosse 

extinto e substituído por carcinoma em tumor misto benigno, atualmente o mais utilizado. 
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Genelhu e colaborados (2007) observaram similaridades clínicas, histopatológicas e 

antigênicas (para citoqueratinas, vimentina, βcatenina e E-caderina) entre tumores mistos de 

glândula salivar humana e de glândula mamária. Uma histogênese semelhante para estas 

neoplasias e propõe o uso dos tumores mamários caninos como modelo de estudo para tumores 

mistos de glândula salivar humana. Contudo, os mecanismos moleculares envolvidos neste 

processo de transformação maligna de ambos os tipos histológicos ainda são incertos 

(BERTAGNOLLI et al, 2011).  

Além disso, o microambiente tumoral também pode estar ativamente envolvido na 

transição do adenoma pleomórfico para carcinoma ex-adenoma pleomórfico (ARAÚJO et al, 

2009). Análises imuno-histoquímicas demonstraram que o contato entre células tumorais e 

colágeno fibrilar tipo I, particularmente nas áreas invasoras pode estar associado com redução 

de E-caderina e β-catenina e com caráter invasivo dos carcinomas ex-adenomas pleomórficos 

(ARAÚJO et al, 2009). Supõe-se ainda que proteínas da matriz extracelular, como laminina e 

colágeno IV, assim como deposição de tenascina estejam relacionadas à malignização (FÉLIX 

et al, 2004). 

 

2.2.2 Carcinossarcomas  

 

 Os carcinossarcomas são neoplasias raras em mulheres e têm um prognóstico ruim em 

relação a outros tipos de carcinomas. Na cadela, aspectos clínicos e patológicos se assemelham 

àqueles descritos em humanos (TOKUDOME et al, 2005; MISDORP et al, 1973; CASSALI et 

al, 2014). As características histológicas dos carcinossarcomas são extremamente variáveis e 

foram previamente descritos como tumores mistos malignos da glândula mamária. 

Macroscopicamente apresentam-se bem delimitados com uma superfície de corte firme.  

Atualmente, a denominação carcinossarcoma é utilizada para descrever tumores mistos 

com componentes epitelial e mesenquimal malignos (MISDORP et al, 1999). São compostos 

por células que se assemelham morfologicamente a células epiteliais (epitélio luminal e/ou 

mioepitelial), podendo revelar padrões de crescimento e diferenciação bastante variáveis 

incluindo sólida, escamosa, áreas mucinosas, anaplásicas, associadas a áreas sarcomatosas com 

diferenciação fibro, condro e/ou osteomatosa (MISDORP et al, 1973; CASSALI et al, 2014).  

A presença de matriz mixóide pode ser um indicador de que estes tumores são derivados 

de carcinomas em tumores mistos (MISDORP et al, 1973). A taxa de metástase é relativamente 

alta em relação aos carcinomas em tumores mistos (CASSALI et al, 2014). Alguns autores 
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comparam carcinomas em tumores mistos e carcinossarcomas da cadela com carcinomas 

metaplásicos de mama da mulher, uma vez que estes tipos histológicos apresentam 

características morfológicas semelhantes (GENELHU et al, 2007; SASSI et al, 2008). 

O carcinoma metaplásico da mama da mulher é um termo genérico dado a um grupo 

heterogêneo de tumores que apresentam componentes epiteliais entre componentes 

mesenquimais, ou carcinomas escamosos primitivos dos elementos ductais, ou ainda 

adenocarcinoma com metaplasia escamosa (TSE et al, 2006). Estas neoplasias representam 

entre 0,2-5% de todos os carcinomas invasivos da mama (SCHWARTZ et al, 2013; WEIGELT 

et al, 2014). Os carcinomas metaplásicos frequentemente apresentam um prognóstico 

desfavorável e metástases são frequentes, mesmo quando os linfonodos regionais não estão 

acometidos (LUINI et al, 2007). Diante das similaridades morfológicas apresentadas entre 

carcinomas em tumores mistos e carcinossarcomas na mama da mulher, os tumores mistos 

benignos, carcinomas em tumores mistos e carcinossarcoma são considerados bons modelos 

para estudo comparativo sobre progressão tumoral (CASSALI et al, 2014). 

 

2.2.3 Carcinoma micropapilar 

 

 O carcinoma micropapilar da glândula mamária é uma neoplasia rara primeiramente 

descrita por Siriaunkgul e Tavassoli (1993) e reconhecida pela OMS como subtipo histológico 

independente em 2003 (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003), bem descrita em humanos, que está 

correlacionada com linfotropismo e prognóstico desfavorável. Em humanos esta neoplasia é 

considerada um fenótipo linfotrópico e metastatizante do câncer de mama, pois geralmente está 

associada com metástase para linfonodos regionais, metástase à distância e invasão linfática 

(SIRIAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993; MIDDLETON et al, 1999; NASSAR et al, 2001; 

ZEKIOGLU et al, 2004).  

Macroscopicamente os carcinomas micropapilares humanos revelam tamanhos 

variáveis com médias que oscilam entre 1,5-4,2cm (KURODA et al, 2004; PETTINATO et al, 

2004; MARINHO et al, 2007) e mesmo quando menores que 1cm possuem caráter agressivo e 

metastatizante (WALSH; BLEIDWEISS, 2001). Microscopicamente caracterizam-se por 

pequenas estruturas papilares, com ausência de tecido fibrovascular central, presentes no 

interior de formações císticas que, apesar de semelhantes a canais vasculares, apresentam 

negatividade para marcadores de células endoteliais como o fator VIII e CD-31 

(SIRIAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993; DE LA CRUZ et al, 2004; PETTINATO et al, 2004). 
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Essas formações ainda demonstram ausência de membrana basal confirmando seu caráter 

invasivo (SIRIAUNKGUL; TAVASSOLI, 1993). A maior parte dos carcinomas 

micropapilares humanos são de subtipo misto (associado com outros carcinomas) e 

frequentemente apresentam alto grau histológico e associação com carcinomas ductais in situ 

(MARINHO et al., 2007).  

Além da abordagem histopatológica, a análise imuno-histoquímica tem contribuído no 

diagnóstico definitivo do carcinoma micropapilar humano. A imunomarcação para o Antígeno 

de Membrana Epitelial (EMA) na superfície voltada para o estroma tumoral de grupamentos de 

células epiteliais é considerada uma característica chave na identificação da neoplasia. 

Acredita-se que este fenômeno aconteça por um processo de reversão de polaridade das células 

epiteliais que adquirem propriedades secretórias apicais que culminam com expressão aberrante 

de EMA (NASSAR et al, 2004a; NASSAR, 2004b). 

Em cães, esse tipo de neoplasia exibe comportamento semelhante ao observado em 

humanos, porém ainda são pouco descritos na literatura. Microscopicamente exibe espaços 

císticos bem delimitados semelhantes aos vasos linfáticos difusamente distribuídos por toda a 

glândula mamária. Dentro desses espaços císticos existem aglomerados de células epiteliais 

com padrão micropapilar chamado “moruliforme”, com citoplasma eosinofílico abundante, 

evidente pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes. O índice mitótico é variável e 

comumente são observadas metástases em linfonodos e a distância (CASSALI et al, 1999a; 

CASSALI et al, 2000). Achados anatomopatológicos e imuno-histoquímicos evidenciaram 

positividade para EMA e HER-2, além de índices de proliferação celular elevados (CASSALI 

et al, 2002a). Gama e colaboradores (2008) relataram nove casos de carcinomas em tumores 

mistos caninos observando sobrevida global curta, altas taxas de metástase para linfonodos 

regionais e de invasão linfática e alto grau histológico. Diante destes achados dois novos 

sistemas para a classificação de neoplasias mamárias caninas foram propostos e incluíram os 

carcinomas em tumores mistos como subtipo histológico independente (CASSALI et al, 2014). 

 

2.2.4 Carcinoma sólido  

 

 O carcinoma sólido é um tipo histológico comum em cães. Acredita-se que é o tipo mais 

avançado dos tumores, uma vez que é frequentemente observado quando as neoplasias se 

desenvolvem por longos períodos de tempo sem intervenção cirúrgica (MISDORP et al, 1999; 

CASSALI et al, 2002a; CASSALI et al, 2014). Microscopicamente há proliferação de células 
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epiteliais organizadas em arranjo sólido, com a formação de cordões, lençol ou aglomerados. 

As células tumorais são indiferenciadas, exibem pequenos núcleos hipercromáticos e o índice 

mitótico é alto. Alguns carcinomas sólidos consistem em células com citoplasma vacuolado, 

possivelmente de origem mioepitelial. A quantidade de estroma pode variar de pequena a 

moderada e áreas de necrose são frequentemente observadas (MISDORP et al, 1999; CASSALI 

et al, 2002a; CASSALI et al, 2014).  

 Um trabalho epidemiológico realizado por Nunes e colaboradores (2018) mostrou que 

as neoplasias malignas mais frequentes nas cadelas são os carcinomas em tumores mistos 

seguido pelo carcinoma sólido e carcinoma papilar invasivo. Neste estudo o carcinoma em 

tumor misto, carcinoma papilar invasivo e carcinoma tubular apresentaram melhor prognóstico. 

Em contrapartida, carcinomas micropapilares, carcinomas sólidos e carcinossarcomas foram os 

subtipos histológico associados a um pior prognóstico e menor sobrevida global (NUNES et al, 

2018). A complementação terapêutica com terapias adjuvantes, como quimioterapia com dose 

máxima tolerada, é sugerida e pode ser benéfica para aumentar a sobrevida global do paciente, 

interferindo na progressão da doença (NUNES et al, 2018). 

 

2.3 Neoplasias mamárias em cadelas como modelo experimental  

 

 Devido à fisiopatologia intimamente relacionada, as neoplasias que se desenvolvem 

naturalmente em cães domésticos têm sido progressivamente utilizadas como uma valiosa fonte 

de informações para entender melhor a biologia do desenvolvimento do câncer de mama em 

mulheres e, possivelmente, encontrar novos diagnósticos e terapêuticas relacionados a essa 

neoplasia (SORENMO et al, 2009; QUEIROGA et al, 2011b; ABADIE et al, 2017; NGUYEN 

et al, 2017; MARKKANEN, 2019). Por isso, muitos estudos têm se concentrado em avaliar os 

aspectos moleculares das células tumorais em cães comparando-as com as células tumorais em 

humanos. 

Entre vários outros tipos de neoplasias, a ocorrência natural das neoplasias mamárias 

em cães tem sido vista como excelente modelo de estudo para o câncer de mama em humanos. 

O campo da oncologia comparativa visa abordar algumas deficiências existentes nas pesquisas, 

ampliando seu foco desde modelos clássicos de roedores até tumores espontâneos que se 

desenvolvem em animais. Esta perspectiva adicional é percebida como uma chance de 

complementar e aprimorar a compreensão de doenças complexas, como o câncer, em relação, 

principalmente, ao desenvolvimento tumoral, fatores de risco e mecanismos de tumorigênese. 
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Devido a muitas semelhanças compartilhadas entre cães e humanos, o cão doméstico tem sido 

considerado um dos melhores modelos em oncologia comparada (SORENMO et al, 2009; 

QUEIROGA et al, 2011b; ABADIE et al, 2017; NGUYEN et al, 2017; MARKKANEN, 2019).  

O número de genes em cães e humanos são comparáveis evolutivamente e, por isso, as 

alterações conservadas no genoma são compartilhadas entre essas espécies. O câncer de mama 

se desenvolve espontâneamente nessas duas espécies e possui fisiopatologia, manifestações 

clínicas e histologia semelhantes (QUEIROGA et al, 2011b, LIU et al, 2014; BUNDESAMT 

FOR STATISTIK, 2015; MARKKANEN, 2019). Assim, o desenvolvimento de neoplasias 

espontâneas em cães apresenta fortes paralelos com o desenvolvimento e a progressão do câncer 

em humanos, sendo considerado o modelo animal mais próximo do ser humano. A maior 

expectativa de vida em relação a modelos de roedores e os mesmos fatores ambientais aos quais 

cães e humanos estão expostos, combinados ao fato dos cães frequentemente receberem um 

alto nível de assistência médica, fortalecem ainda mais essa análise comparativa entre cães e 

humanos (SORENMO et al, 2009; QUEIROGA et al, 2011b; ABADIE et al, 2017; NGUYEN 

et al, 2017; MARKKANEN, 2019). Além disso, foi demonstrado que certas raças de cães 

possuem genes de predisposição para certos tipos de câncer, facilitando as comparações entre 

alelos de risco responsáveis pela doença em mulheres. Assim, essas ideias enfatizam o potencial 

de utilização do cão como modelo para o câncer humano e oferecem a possibilidade de melhorar 

a compreensão da biologia tumoral e descoberta de novos biomarcadores (QUEIROGA et al, 

2011b; ROWELL et al, 2011; BUNDESAMT FOR STATISTIK, 2015; CARVALHO et al, 

2016c; MARKKANEN, 2019). 

Em termos relativos (ou seja, converter “anos do cão” em “anos humanos”) a idade para 

início da vida reprodutiva é comparável em cadelas e mullheres. A incidência de neoplasias 

mamárias começa a aumentar após os 6 anos (o que equivale a 40 anos nas mulheres) e os picos 

estão entre os 8 e 14 anos (entre 50 e 70 anos em mulheres). Além disso, o câncer de mama é o 

câncer mais frequentemente diagnosticado em mulheres e cães (QUEIROGA et al, 2011b; 

ROWELL et al, 2011; BUNDESAMT FOR STATISTIK, 2015; CARVALHO et al, 2016c; 

OMS, 2019; MARKKANEN, 2019). A nível global, os carcinomas mamários ocorrem em mais 

de 40% de cadelas e apresentam taxa de incidência anual que varia entre 192 a 205 casos a cada 

100.000 cães, comparável aos dados humanos com taxas de incidência de 125 casos a cada 

100.000 mulheres nos Estados Unidos e 144 casos a cada 100.000 mulheres na Suíça 

(QUEIROGA et al, 2011b, LIU et al, 2014; BUNDESAMT FOR STATISTIK, 2015; 

MARKKANEN, 2019).  
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A histologia da glândula mamária normal é semelhante em cães e mulheres. Os ácinos 

e ductos da glândula mamária consistem em células epiteliais luminais revestidas por células 

mioepiteliais e são separados do tecido conjuntivo circundante pela membrana basal (LIU et al, 

2014; SANTOS & MATOS, 2015). Nas duas espécies a formação de tumores é vista como um 

processo dinâmico a partir de lesões hiperplásicas benignas que podem evoluir para um 

carcinoma in situ (MARKKANEN, 2019). Em uma etapa posterior, essas neoplasias podem se 

tornar invasivas, marcadas pela ruptura da membrana basal e potencial de metástase. A nível 

molecular, muitas das principais alterações provocadas pelo câncer de mama na mulher são 

fielmente reconhecidas em carcinomas mamários caninos, incluindo mutações da linhagem 

germinativa em BRCA1, BRCA2 e TP53 que estão associados a um risco aumentado de câncer 

de mama hereditário em humanos (KARLSSON & LINDBLAND, 2008; MARKKANEN, 

2019). 

Além dos fatores clínicos, tamanho tumoral, envolvimento linfonodal e estágio clínico, 

o valor prognóstico dos aspectos histopatológicos como tipo e grau histológicos e subtipos 

moleculares (luminal A, luminal B, HER-2 positivo e basal) está conservado em carcinomas 

mamários caninos e humanos. Assim, as semelhanças entre as neoplasis nas duas espécies 

sugerem homologias abrangentes na biologia tumoral. Estudos em cães oferecem a 

oportunidade de encontrar novos biomarcadores não apenas para uso veterinário, mas também 

para benefícios em pacientes humanos (GILBERTSON et al, 1983; BURSTEIN et al, 2004; 

SIMPSON et al, 2005; SONRENMO et al, 2009; MARKKANEN, 2019). A utilização de 

modelos comparativos podem auxiliar na diferenciação das vias moleculares da doença, pois 

os principais genes relacionados estão conservados nas duas espécies (LIU et al, 2014; 

SANTOS & MATOS, 2015). Além disso, ensaios clínicos em cães podem ser realizados em 

um período mais curto em relação a estudos em humanos, devido a uma vida útil reduzida e 

manifestações clínicas da doença apresentadas mais precocemente nas cadelas (GILBERTSON 

et al, 1983; BURSTEIN et al, 2004; SIMPSON et al, 2005; SONRENMO et al, 2009; 

MARKKANEN, 2019). 

A sinergia entre médicos veterinários, médicos humanos e outros profissionais 

científicos da área da saúde e do meio ambiente promovem uma iniciativa conhecida como 

“One Health”, com o objetivo de melhorar a vida de todas as espécies através da integração da 

pesquisa médica e veterinária. Essa abordagem de uma “saúde única” pode ser mais eficiente e 

transformar o tratamento do câncer de mama em mulheres e em cães simultaneamente (CASE 

et al, 2017; MARKKANEN, 2019). Esta abordagem implica não apenas em novos diagnósticos 
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e terapêuticas para pacientes oncológicos veterinários a partir de estratégias médicas de ponta 

em câncer de mama humano, mas também informa a medicina humana por meio de vantagens 

únicas da utilização do modelo espontâneo de câncer de mama canino (BURSTEIN et al, 2004; 

MARKKANEN, 2019). 

Aproximadamente metade de todas as neoplasias da glândula mamária canina são 

malignas e, dependendo do subtipo histológico, estadio e grau histológico podem estar 

associadas a um risco significativo de recorrência local e distante (metástase). Semelhante ao 

que ocorre em humanos, existem dois grandes obstáculos que limitam resultados bem sucedidos 

em cães com carcinomas mamários: identificação precisa de cães com alto risco de recorrêcia 

e terapias eficazes para esses indivíduos em risco. A falta de indicadores prognósticos precisos 

resulta no aumento da morbimortalidade devido ao excesso de tratamento de pacientes com 

neoplasias malignas com baixo potencial metastático e terapias inadequadas para aqueles que 

requerem intervenção precoce e agressiva (BURKE et al, 2015; BARCUS et al, 2017; COKLIN 

et al, 2018; MARKKANEN, 2019). 

 

2.5 Matriz extracelular durante a progressão tumoral 

 

A maioria das neoplasias deriva de células epiteliais corrompidas dando origem a 

células tumorais que desconsideram os limites do tecido que naturalmente habitam. No entanto, 

essas células epiteliais tumorais não passam a viver em um ambiente isolado e estão longe de 

serem autossuficientes, pois dependem fortemente do microambiente para sua sobrevivência e 

crescimento (HANAHAN E COUSSENS, 2012). Esse microambiente, também chamado de 

estroma associado ao tumor (EAT), consiste em uma mistura de diferentes células não tumorais 

(entre elas fibroblastos, células imunes, células vasculares, adipócitos, entre outras), bem como 

a matriz extracelular. O EAT demonstrou desempenhar um papel fundamental na iniciação e 

progressão de uma ampla variedade de neoplasias, possuindo múltiplos papéis na biologia 

tumoral (MARKKANEN, 2019). 

Estudos mostram que durante o desenvolvimento do tumor existe o aumento na 

deposição de fibras colágenas, demonstrando que o colágeno parece desempenhar uma função 

essencial nesse processo (HANAHAN E COUSSENS, 2012; MARKKANEN, 2019). Essa 

deposição de colágeno, conhecida como desmoplasia, aumenta a rigidez da neoplasia e do 

tecido adjacente. Ambientes que apresentam maior rigidez da matriz extracelular estimulam a 

progressão do câncer (SOUZA et al, 2018). Além disso, os tumores podem remodelar 
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ativamente a matriz extracelular circundante. As fibras de colágeno do tipo 1 e tipo 3, quando 

alinhadas, aumentam a rigidez da matriz extracelular e isso prediz piores prognósticos, 

particularmente em cânceres receptores de estrógeno positivos (BARCUS et al, 2017; SOUZA 

et al, 2018). Estudos recentes têm descrito que essa rigidez da matriz extracelular é fundamental 

no processo de migração celular, invasão e metastatização do câncer (ZHANG et al, 2013; 

FRIEDL & BROCKER, 2019; DUCHEZ et al, 2019; EBATA et al, 2019; MIERKE, 2019; 

MORIYAMA & KIDOAKI, 2019).  

 Numerosos estudos indicam que o colágeno desempenha um papel fundamental no 

microambiente tumoral, exercendo um papel crítico na regulação do crescimento neoplásico e 

disseminação de células tumorais, devido à sua capacidade de fornecer orientações físicas, 

bioquímicas e biomecânicas para as células tumorais e não tumorais (ZHANG et al, 2013; 

FRIEDL & BROCKER, 2019; DUCHEZ et al, 2019; EBATA et al, 2019; MIERKE, 2019; 

MORIYAMA & KIDOAKI, 2019). De fato, o aumento da densidade mamária, que se 

correlaciona com a abundância do tecido fibroso rico em colágeno, é um dos fatores de risco 

mais conhecidos para o desenvolvimento do câncer de mama. Dados mais recentes revelam que 

assinaturas específicas de colágeno associado ao tumor podem prever recorrência das 

neoplasias mamárias em mulheres e em modelos murinos (CASE et al, 2017; BARCUS et al, 

2017; WANG et al, 2017; CONKLIN et al, 2018; NATAL et al, 2018; NATAL et al, 2019) e 

destacam a importância da organização do colágeno durante a progressão tumoral. Assim, o 

colágeno pode determinar um papel permissivo ou restritivo ao tumor e, por isso, estudos 

recentes sugerem que o colágeno pode ser utilizado como alvo terapêutico para controle do 

câncer (CASE et al, 2017; NATAL et al, 2018; NATAL et al, 2019).  

A migração de células através da matriz extracelular é um processo dinâmico complexo 

que envolve uma série de atividades celulares e extracelulares, incluindo o desenvolvimento de 

lamelipódios, formação de locais de adesão focal, locomoção por meio da contração da actina 

e fixação (MIERKE, 2019). A motilidade celular é importante para muitos processos 

fisiológicos, como cicatrização de lesões, reparação, resposta imune e desenvolvimento de 

órgãos e tecidos, bem como processos patológicos como a progressão tumoral. Em geral, uma 

neoplasia pode se transformar em uma doença sistêmica maligna quando as células 

cancerígenas conseguem migrar do sítio primário do tumor por meio do estroma tumoral 

circundante (ZHANG et al, 2013; FRIEDL & BROCKER, 2019; DUCHEZ et al, 2019; 

MIERKE, 2019; MORIYAMA & KIDOAKI, 2019). O movimento direcional das células é um 

fenômeno essencial nos organismos vivos. Em geral, os fatores que determinam essa migração 
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celular são gradientes de produtos químicos, rigidez, corrente elétrica, luz, gravidade e outros. 

Entre esses indutores da quimiotaxia celular existe um gradiente de rigidez na matriz 

extracelular que leva as células em direção à região mais rígida. Esse processo é conhecido 

como durotaxia. A durotaxia está envolvida em vários processos de desenvolvimento e 

progressão de doenças (ZHANG et al, 2013; MORIYAMA & KIDOAKI, 2019).  

 A migração unidirecional de células refere-se à capacidade de uma célula se movimentar 

persistentemente em uma direção específica, geralmente em resposta a um sinal extracelular 

que inclina a direção do movimento. Sinais no espaço extracelular podem agir para atrair ou 

repelir a célula (DUCHEZ et al, 2019). A quimiotaxia, o mecanismo mais amplamente estudado 

e melhor caracterizado de migração direcionada, envolve uma resposta a produtos químicos 

difusíveis. As células podem responder a um estímulo químico e se polarizar temporariamente 

movendo-se direcionalmente em um ambiente que não possui condição de gradiente. No 

entanto, a ausência de um forte gradiente externo para “polarizar” a direção do movimento 

celular resulta em uma população de células que migram aleatoriamente. A durotaxia é um 

mecanismo de migração direcional em que uma célula responde a um gradiente de rigidez 

extracelular. Normalmente a migração durotática envolve o movimento celular em direção a 

regiões de crescente rigidez em substratos cada vez mais rígidos (ZHANG et al, 2013). Assim, 

fica destacada a importância do aumento da rigidez da matriz extracelular durante esse processo 

de migração celular.  
 Ao considerar o potencial biológico da durotaxia em células cancerígenas é importante 

notar que as células malignas frequentemente encontram um microambiente diverso que orienta 

quimicamente e mecanicamente a adesão celular. Para gradientes quimiotáticos nos quais altos 

níveis de substâncias quimioatraentes podem suprimir a quimiotaxia, estudos estabelecem que 

altos níveis de rigidez mecânica da matriz extracelular também podem suprimir a eficiência da 

durotaxia (ZHANG et al, 2013, DUCHEZ et al, 2019; MORIYAMA & KIDOAKI, 2019). Por 

isso, considera-se que concentrações precisas de sinais químicos e físicos são necessários para 

que esse mecanismo ocorra em condições ideais. Além disso, estudos têm sugerido que a 

remodelação da matriz extracelular por fibroblastos também pode ser modulada pela rigidez 

local dos componentes dessa matriz (ZHANG et al, 2013; FRIEDL & BROCKER, 2019; 

DUCHEZ et al, 2019; EBATA et al, 2019; MIERKE, 2019; MORIYAMA & KIDOAKI, 

2019). 

 O estroma extracelular rígido que cerca as células neoplásicas pode oferecer uma rota 

de fuga durotática do potencial ambiente hipóxico e necrótico para as células tumorais. 
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Condições inóspitas podem desencadear uma sensibilidade mecânica inata a fim de direcionar 

as células cancerígenas para um ambiente em que as condições estejam mais favoráveis 

(DUCHEZ et al, 2019).  Um fenômeno análogo pode ser a ativação da transição epitelial-

mesenquimal em resposta a condições do microambiente tumoral que melhoram o 

extravasamento celular e a metástase (GAMBA et al, 2014; GAMBA et al, 2015). A rigidez 

elevada também pode promover a proliferação celular, favorecendo o crescimento tumoral. O 

limite entre a região de tumor e o estroma circunjacente pode ser responsável por ativar o 

gradiente de rigidez, em que as células encontram uma grande diferença na rigidez da matriz 

extracelular e se movimentam para outros locais (FRIEDL & BROCKER, 2019; DUCHEZ et 

al, 2019; MIERKE, 2019). Existem evidências de que o potencial de criação de gradientes 

locais é alcançado por meio do remodelamento da matriz extracelular, principalmente com a 

participação de células estromais tumorais. Fibroblastos, fibras colágenas e fibronectina 

transmitem tensão à matriz extracelular (DUCHEZ et al, 2019). À medida que essa tensão se 

dissipa cada vez mais longe da fonte contrátil um gradiente de rigidez pode ser gerado. Células 

cancerígenas podem escapar de um tumor primário ao longo desses caminhos de tensão criados 

na matriz extracelular. Acredita-se que exista uma combinação de múltiplos fatores ambientais 

que determinam a direção na qual uma célula se movimenta, assim como em qualquer outra 

forma de migração direcionada (ZHANG et al, 2013; FRIEDL & BROCKER, 2019; DUCHEZ 

et al, 2019; EBATA et al, 2019; MIERKE, 2019; MORIYAMA & KIDOAKI, 2019). 

 

2.7 Microscopia por geração de segundo harmônico 

 

 A geração de segundo harmônico (SHG do inglês second harmonic generation) é um 

processo coerente no qual dois fótons de energia mais baixa são convertidos para exatamente o 

dobro da frequência incidente (metade do comprimento de onda) de um laser de excitação 

(figura 2.1). A imagem biológica obtida por SHG foi relatada pela primeira vez em 1986 quando 

Freund investigou a polaridade das fibras de colágeno no tendão da cauda de um rato com uma 

resolução de 50 micrômetros. Em 2011, Mohler e Campagnola relataram a implementação 

prática de imagens de tecidos em alta resolução e aqusição rápida de dados utilizando o 

escaneamento a laser e, desde então, a microscopia por SHG tem sido uma ferramenta cada vez 

mais utilizada. A maioria dos relatos recentes sobre imagens microscópicas por SHG concentra-

se em visualização de fibras colágenas na matriz extracelular em uma variedade de tecidos 

conjuntivos e órgãos internos (CAMPAGNOLA & DONG, 2011). A figura 2.2 mostra a 
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montagem experimental para obtenção das imagens de microscopia por SHG utilizando o 

microscopio cofoncal. 

 

Figura 2.1: Desenho esquemático mostrando dois fótons com frequência ω gerando um fóton com o dobro da 

frequência. Fonte: GARCIA ,2018.  

 

 

Figura 2.2: Montagem experimental para obtenção das imagens de microscopia por SHG utilizando o 

microscopio cofoncal. Fonte: GARCIA, 2018.  

 

 O colágeno tipo I é o componente predominante da matriz extracelular e do tecido 

conjuntivo. O colágeno é uma tripla hélice, com aproximadamente 300 kilodaltons. As 

moléculas individuais, chamadas de tropocolágeno, se associam covalentemente em fibrilas de 

aproximadamente 20-250 nanômetros de diâmetro para posteriormente formar fibras de 

aproximadamente 500 nanômetros a vários mícrons de diâmetro (figura 2.3) (FALZON et al, 

2008; CAMPAGNOLA & DONG, 2011; CASE et al, 2017; BARCUS et al, 2017; WANG et 

al, 2017; CONKLIN et al, 2018). A microscopia por SHG tem várias vantagens que a tornam 

ideal para a obtenção de imagens de tecidos in vivo. Um atributo particularmente forte é que a 

microscopia por SHG visualiza a estrutura do tecido porque o contraste é produzido puramente 

a partir de espécies endógenas (CAMPAGNOLA & DONG, 2011). Por outro lado, imagens 

com corantes exógenos e proteínas coloridas só podem inferir aspectos estruturais. Os sinais de 
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SHG surgem de uma polarização induzida ao invés de uma absorção, o que leva a uma 

fotodegradação e fototoxicidade substancialmente reduzidas em relação aos métodos de 

fluorescência. Além disso, como os comprimentos de onda fundamentais do laser estão no 

infravermelho (entre 700-1000 nanômetros) a microscopia por SHG pode obter imagens com 

melhor resolução para profundidades de várias centenas de mícrons (CAMPAGNOLA & 

DONG, 2011; CASE et al, 2017; BARCUS et al, 2017; WANG et al, 2017).  

 

 

Figura 2.3: Estrutura da fibra colágena. Fonte: CAMPAGNOLA, 2011.  

 

 Diversos estudos na área humana identificaram, por meio da microscopia por SHG, que 

durante a progressão tumoral do câncer de mama as fibras colágenas se tornam mais alinhadas 

em comparação com a mama normal, predizendo prognósticos desfavoráveis (FALZON et al, 

2008; CAMPAGNOLA & DUNG, 2011; BARCUS et al, 2017; WANG et al, 2017; CONKLIN 

et al, 2018; GARCIA et al, 2018; NATAL et al, 2018; NATAL et al, 2019). Um estudo 

realizado por Case et al, em 2017, examinou o papel potencial do colágeno na modulação do 

metabolismo biológico e no comportamento das neoplasias mamárias em cães. Neste estudo 

ficou confirmado que a organização e o alinhamento das fibras colágenas, reveladas por 

imagens de SHG em carcinomas mamários caninos são preditivos de resultados clínicos 

agressivos. Os pesquisadores identificaram que a falta de um limite definido entre estroma e 

tumor e um aumento na largura das fibras colágenas estão associados a prognósticos 

desfavoráveis. Essas descobertas direcionam para a hipótese de que o colágeno pode ser 

utilizado como um biomarcador prognóstico de neoplasias mamárias caninas, melhorando o 

sucesso terapêutico em cães (CASE et al, 2017). Semelhante ao câncer de mama humano, a 

densidade mamográfica em biópsias de carcinomas está inversamente relacionada à sobrevida 
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de pacientes caninos. Apesar da densidade não ser um dado útil para melhorar o prognóstico da 

doença, os dados do estudo sugerem que estratégias terapêuticas que suprimem respostas 

desmoplásicas, particularmente aquelas que estimulam a deposição de colágeno, podem 

melhorar a sobrevida dos cães (CASE et al, 2017). Estudos recentes revelaram que a 

organização do colágeno e a rigidez da matriz extracelular são tão importantes quanto a 

densidade na mediação do crescimento e invasão tumorais (CONKLIN et al, 2018; GARCIA 

et al, 2018; NATAL et al, 2018; NATAL et al, 2019). Porém, os trabalhos supracitados não 

foram capazes de relacionar a organização do colágeno com a sobrevida das pacintes, tanto em 

mulheres como cadelas. Neste trabalho foi possível estabelecer uma correlação entre a 

organização do colágeno e a sobrrevida das cadelas diagnósticadas com carcinomas mamários, 

além de ter sido possível estabelecer um ponto de corte para o comprimento médio das fibras 

colágenas, sugerindo que a microscopia por geração de segundo harmônico pode ser utilizada 

como um teste com valor prognóstico para o câncer de mama em cadelas. 

 

2.8 Microscopia por absorção de dois fótons  

 

 A absorção de dois fótons é o processo pelo qual uma molécula ou material absorve um 

par de fótons, cuja soma de energia é igual à energia de transição. A probabilidade de uma 

molécula sofrer a absorção de dois fótons quando exposta à luz de uma determinada energia de 

fótons (ou combinação de energia de fótons) depende de certas características do material e do 

ambiente em que a molécula está imersa. Assim, a microscopia por absorção de dois fótons 

pode ser utilizada como uma ferramenta para sondar as propriedades das moléculas, por 

exemplo para descobrir a energia dos estados ativos de dois fótons por meio da força das 

transições na absorção por dois fótons e as diferenças de estrutura eletrônica entre o estado 

fundamental e os estados excitados do sistema. Desde a primeira demonstração experimental 

da absorção por dois fótons, houve um interesse nesse tipo de espectroscopia para o estudo de 

propriedades básicas de materiais e de interações matéria-luz (RUMI & PERRI, 2010).  

 O processo de excitação de um material por dois fótons consiste em um processo ótico 

não linear que envolve a absorção quase simultânea de dois fótons por um dado material quando 

a energia desses fótons é combinada (os fótons podem ter energias iguais E1+E1 ou diferentes 

E1+E2, podendo ser obtida com lasers diferentes) de forma suficiente para induzir uma 

transição do estado fundamental para um estado excitado) (IMIOLEK, 2014). A figura 2.4 
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mostra o tipo mais simples de excitação por absorção de dois fótons, onde dois fótons com a 

mesma energia são combinados. 

 

 

Figura 2.4: Fótons com mesma energia E1 absorvidos pelo material quase simultaneamente e depois decai 

emitindo a fluorescência. Fonte: Rumi & Perri, 2010. 

 

A microscopia por absorção de dois fótons é uma das invenções recentes mais 

importantes da instrumentação de microscopia óptica, pois permitiu imagens tridimensionais 

não invasivas de amostras biológicas com excelente resolução. As principais vantagens deste 

tipo de microscopia incluem danos fototóxicos reduzidos, possibilitando a criação de imagens 

de materiais vivos e detecção de alta sensibilidade sem contaminação do sinal de fluorescência 

pela luz de excitação (IMIOLEK, 2014). Os principais elementos de um microscópio de 

absorção de dois fótons são: laser de safira dopado com titânio de femtossegundo usado como 

fonte de luz, tubos fotomultiplicadores para detecção de fluorescência e várias partes da óptica 

de microscopia (scanner acionado por galvanômetro, espelho dicróico, objetiva, entre outros). 

Utilizando essa instrumentação, pode-se obter fotografias de excitação de células marcadas com 

diferentes corantes (RUMI & PERRI, 2010; IMIOLEK, 2014). Neste trabalho, a microscopia 

por absorção de dois fótons foi utilizada para se obter mais informações a respeito do tecido em 

análise, uma vez que a eosina é o principal corante que pode ser excitado em tecidos corados 

com H&E.   
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3. HIPÓTESE 

 

O comportamento tumoral e os parâmetros clínico-patológicos das neoplasias mamárias 

estão correlacionados com a arquitetura e orientação das fibras colágenas determinadas a partir 

de imagens obtidas por geração de segundo harmônico, uma vez que há diferenças entre o 

colágeno de mamas normais e neoplásicas.   
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Correlacionar o comportamento tumoral e os parâmetros clínico-patológicos dos principais 

tipos histológicos de neoplasias mamárias caninas com a arquitetura e orientação das fibras 

colágenas a partir de imagens obtidas por geração de segundo harmônico.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a arquitetura e orientação das fibras colágenas em mama normal, neoplasias 

mamárias benignas, malignas in situ e malignas invasoras em cadelas; 

• Avaliar a arquitetura e orientação das fibras colágenas em regiões epiteliais benignas e 

malignas (in situ e invasoras) no carcinoma em tumor misto em cadelas; 

• Correlacionar as alterações de arquitetura e orientação das fibras colágenas dos 

carcinomas mamários caninos com o subtipo histológico, grau histológico, 

estadiamento clínico e proliferação celular; 

• Correlacionar as alterações de arquitetura e orientação das fibras colágenas carcinomas 

mamários caninos com a sobrevida das cadelas. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os tópicos material e métodos, resultados e discussão serão apresentados nesta sessão 

sob a forma de um artigo científico elaborado durante o mestrado. O artigo será submetido à 

revista Scientific Reports e está formatado segundo as normas desta revista.  
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6. CONCLUSÕES  

 

• As fibras colágenas apresentam maior organização em neoplasias mamárias benignas 

em relação à mama normal. Nesse estágio da progressão tumoral as fibras ainda estão 

espalhadas no tecido, mas apresentam-se mais lineares. 

• As fibras colágenas estão mais organizadas em neoplasias mamárias malignas in situ e 

invasoras em relação à mama normal. As fibras organizam-se em regiões específicas do 

tecido e estão mais lineares.  

• As fibras colágenas apresentam maior organização nas regiões benignas, malignas in 

situ e malignas invasoras do carcinoma em tumor misto em relação à mama normal. 

• Durante a progressão tumoral, avaliada no carcinoma em tumor misto, é possível 

observar que nas regiões malignas in situ as fibras colágenas apresentam-se maiores em 

relação às fibras das regiões malignas invasoras.  

• Carcinomas com pior prognóstico apresentam fibras colágenas menores.  

• Neoplasias com menor sobrevida apresentam fibras colágenas menores.  

• Um risco aumentado de óbito foi observado em cadelas diagnosticadas com carcinomas 

com estadiamento IV e V (HR = 3.74, p < 0.010, intervalo de confiança [IC] = 1,36-

10.27) em relação àquelas com tumores com estadiamento I-III. 

• Um risco aumentado de óbito foi observado em cadelas diagnosticadas com subtipos 

histológicos mais agressivos (HR = 11.35, p < 0.0001, intervalo de confiança [IC] = 

3.14-41.00) 

• O tamanho médio da fibra não foi incluso no modelo final porque na análise de risco 

univariada p=0.06. Trabalhos futuros incluindo maior número de amostras serão 

realizados.   
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A matriz extracelular exerce um papel fundamental durante a progressão tumoral, sendo 

essencial no processo de rompimento da membrana basal pelas células tumorais e na 

disseminação dessas células para locais distantes do sítio inicial de crescimento. A rigidez da 

matriz, alcançada, principalmente, pela deposição de fibras colágenas, aumento da densidade 

dessas fibras e sua maior organização na mama neoplásica em comparação com a mama 

saudável é essencial nos processos de invasão e metastatização. Estudos sugerem que essas 

características são importantes porque uma das principais formas de migração celular durante 

a progressão tumoral é a durotaxia. Nesse tipo de migração, as células tumorais são direcionadas 

pelo aumento da rigidez da matriz extracelular e, dessa forma, conseguem romper a membrana 

basal e alcançar sítios diferentes dos locais onde iniciaram o crescimento neoplásico.  

A microscopia por geração de segundo harmônico e a microscopia por absorção de dois 

fótons têm sido amplamente utilizadas no estudo de neoplasias, principalmente neoplasias 

mamárias. Neste trabalho, essa metodologia foi capaz de fornecer novas informações para o 

entendimento das neoplasias mamárias em cadelas, especialmente em relação à progressão 

tumoral. Os dados mostraram que as fibras colágenas estão mais organizadas e alinhadas em 

tecidos neoplásicos quando comparados com tecidos normais. Forneceram subsídios, ainda, 

para mostrar a importância dessas fibras e da matriz extracelular na modulação do 

comportamento e progressão tumorais. As correlações estabelecidas entre os parâmetros de 

fibras colágenas e os dados clínico-patológicos, como grau histológico, estadiamento clínico, 

proliferação celular, subtipo molecular e sobrevida das cadelas incluídas no estudo mostraram 

que carcinomas mais agressivos e com prognósticos desfavoráveis apresentam fibras colágenas 

menores em relação aos carcinomas menos agressivos. Além disso, foi possível estabelecer um 

ponto de corte para o tamanho médio das fibras quando estes são correlacionados com a 

sobrevida das cadelas.  

Estudos têm revelado uma correlação entre uma alta densidade de macrófagos 

associados ao tumor e um prognóstico ruim para diferentes neoplasias. Estes dados são 

evidentes para os casos de câncer de mama, próstata, ovário, cervical, endometrial, esofágico e 

de bexiga. Além disso, estudos mostraram que as concentrações aumentadas de MMP-2 e 

MMP-9 em neoplasias mamárias estão associadas a pior prognóstico (UENO et al., 2000; 

WYCKOFF et al., 2004; GOSWAMI et al. 2005; MARTINS et al, 2019). Os dados mostram 

o aumento na expressão de MMP-2 e MMP-9 em mulheres com câncer de mama com metástase 
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linfonodal em comparação à expressão dessas metaloproteinases em mulheres com câncer de 

mama sem metástase linfonodal (MARTINS et al, 2019). Assim, como continuação deste 

trabalho, pretende-se correlacionar os dados encontrados até o momento com a infiltração de 

macrófagos no microambiente tumoral e com à alta expressão das metaloproteinases 2 e 9 e 

pentraxina 3 em carcinomas mamários caninos e humanos.  
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9. ANEXOS  

Anexo 01: Estadiamento clínico (TNM) dos carcinomas mamários em cadelas, segundo Owen 

11980. 

 

 

 

Agrupamento por estádios 

 

Estadiamento da OMS modificado para tumores mamários da cadela 

 
T- Tamanho do tumor primário; N - Linfonodo; M - Metástase 

 
Fonte: Owen, 1980 modificado por Cavalcanti e Cassali, 2006.  
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Anexo 02: Critérios utilizados na graduação de tumores mamários caninos conforme o grau 

de malignidade. 

 

Alocação do grau tumoral 

 

Fonte: Owen, 1980 modificado por Cavalcanti e Cassali, 2006.  
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Anexo 03: Certificado CEUA. 
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