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RESUMO

Os tumores mamarios caninos sao 0s processos neopldsicos mais comuns nas cadelas e
representa um problema de grande impacto para a medicina veterinaria. O Carcinoma
Inflamatério de mama (CIM) ¢ a apresentacdo clinico-patoldgica de uma neoplasia mamaria
localmente invasiva e extremamente agressiva, tendo em vista o seu alto potencial
metastatico, curso hiperagudo e prognoéstico desfavoravel. A presenca de Células tumorais
disseminadas (CTD’s) em medula 6ssea (MO) tem sido demonstrada como fator progndstico
desfavoravel em pacientes humanos e foi pouco pesquisada em cadelas com neoplasias
mamarias. Anormalidades hematologicas e bioquimicas sao frequentemente encontradas em
pequenos animais portadores de neoplasias, ¢ podem resultar dos efeitos diretos do
crescimento do tumor ou de sindromes paraneoplasicas. O objetivo desse estudo foi pesquisar
a presenca de CTD’s em MO e alteragdes hematoldgicas e bioquimicas em cadelas portadoras
de neoplasias mamadrias em estadiamento clinico avancado. Foram utilizadas 27 cadelas
divididas em trés grupos: cadelas que apresentaram metastases em linfonodos regionais (GIV
/ n=8) cadelas que apresentaram metéastases em 6Orgdos distantes (GV / n=8) e cadelas que
apresentaram CIM (GCIM / n=11). Foi realizada punc¢ao aspirativa de MO e coleta de sangue
para realizacdo de hemograma e perfil bioquimico. Foram encontradas e confirmadas a
presenga de CTD’s em MO em 4 cadelas que apresentavam CIM. Quanto a analise das
alteracdes hematoldgicas, 43 cadelas foram divididas em trés grupos, sendo eles: cadelas que
apresentaram neoplasias mamarias em estadiamento clinico inicial (IIle III/n=17), cadelas
que apresentaram neoplasias mamarias em estadiamento clinico avangado (IV e V/n=15) e
cadelas que apresentaram Carcinoma Inflamatério de Mama (CI/n=11). A andlise do
eritrograma demonstrou diferenca significativa nos valores das hemadcias, hemoglobina e
hematdcrito entre os grupos caracterizando um quadro de anemia. A andlise do leucograma
demonstrou diferenca significativa nos valores de leucocitos totais e neutrofilos segmentados
entre os grupos, caracterizando um quadro de leucocitose neutrofilica. A andlise do perfil
bioquimico demonstrou diferenca significativa nos valores de ALT, AST, GGT e albumina
entre os grupos. Diante disso, o presente trabalho demonstrou a presenca de CTD’s em MO de
4 cadelas portadoras de CIM e alteracdes hematologicas do tipo anemia, leucocitose
neutrofilica e de enzimas hepaticas em cadelas com neoplasias mamadrias em estadiamento
clinico avangado.

Palavras-chave: Neoplasias. Mamarias. Cadelas. CTDs. Hematologia.



ABSTRACT

Canine mammary tumors are the most common neoplastic process in the bitches and represent
a major impact for veterinary medicine. Mammary inflammatory carcinoma (MIC) is the
clinical-pathological presentation of a locally invasive and extremely aggressive mammary
neoplasia, considering its high metastatic potential, hyperacute course and unfavorable
prognosis. The presence of disseminated tumor cells (CTD's) in bone marrow (BM) has been
demonstrated as an unfavorable prognostic factor in human patients and has been little
researched in bitches with breast neoplasms. Hematological and biochemical abnormalities
are often found in small animals with neoplasms and can result from the direct effects of
tumor growth or paraneoplastic syndromes. The aim of this study was to investigate the
presence of DTC in BM and hematological and biochemical changes in bitches with
mammary tumors in advanced clinical stage and MIC. Twenty-seven bitches were divided
into three groups: bitches with regional lymph node metastases (GIV/n=8); bitches with distal
organ metastases (GV/n=8) and bitches with MIC (n=11). Aspiration of MO and blood
sampling for CBC and chemistry profile was performed. The presence of CTD in BM were
found and confirmed in 4 bitches with MIC. As for the analysis of hematological changes, 43
bitches were divided into three groups: bitches with breast cancer in initial clinical stage (I, II
and III / n = 17), bitches with breast cancer in advanced clinical stage (IV and V /n = 15) and
bitches that presented Mammary inflammatory carcinoma (MIC / n = 11). The analysis of the
erythrogram showed a significant difference in the values of red blood cells, hemoglobin and
hematocrit between the groups, characterizing anemia. The leukogram analysis showed a
significant difference in the values of total leukocytes and segmented neutrophils between the
groups, characterizing a picture of neutrophilic leukocytosis. The analysis of the biochemical
profile showed a significant difference in the values of ALT, AST, GGT and albumin between
the groups. In view of this, the present study demonstrated the presence of CTD's in OM of 4
bitches with MIC and hematological changes of the type anemia, neutrophilic leukocytosis
and liver enzymes in bitches with breast cancer in advanced clinical stage.

Keywords: Neoplasms. Breasts. Female Dog. DTC’s. Hematology.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias constituem de 50 a 70% das neoplasias que acometem as
cadelas (MOE, 2001; MERLO et al., 2008). Aproximadamente 84% sdo classificadas como
malignas, sendo 98% caracterizadas como carcinomas (NUNES, 2014). Cadelas que
apresentam neoplasias mamarias devem ser submetidas a exame fisico geral e exames
complementares de sangue como hemograma e perfil bioquimico, para avaliagao do estado
clinico. Também sdo necessarios exame clinico especifico para avaliagdo das glandulas
mamarias e linfonodos regionais e exames auxiliares de diagnodstico como radiografia de torax
e ultrassom abdominal a fim de determinar o estadiamento clinico da paciente bem como a
presenca de metastases (SONREMO, 2013).

A avaliagdo citoldgica da medula 6ssea ndo faz parte da rotina de estadiamento clinico
em animais portadores de tumores epiteliais e a presenga de Células Disseminadas do Tumor
(CTD’s) em medula 6ssea (MO) ndo tem sido utilizada como fator prognostico em pacientes
veterinarios (TAYLOR et al., 2013). A presenca de CTD’s em MO tem sido demonstrada
como fator prognostico na medicina humana, tal como tamanho do tumor, grau histologico,
presenga ou auséncia de metastase em linfonodos e de perda de expressdo dos receptores
hormonais (MANSI et al., 1989; BRAUN et al., 2005). Pacientes com CTD’s apresentaram
fatores prognoésticos desfavoraveis como tumores maiores, alto grau histoldgico, metastase em
linfonodo e receptor hormonal negativo quando comparadas com mulheres sem
micrometastases em medula 6ssea (BRAUN et al., 2005).

Anormalidades hematologicas sdo frequentemente encontradas em pequenos animais
com neoplasias, e podem resultar dos efeitos diretos do crescimento do tumor ou de
sindromes paraneoplasicas. Essas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas relacionadas com o
cancer podem ser caracterizadas por diminui¢des ou aumentos nos numeros absolutos de
elementos formados na circulacdo do sangue, alteragdes da hemostasia ou discrasias de
proteinas plasmaticas. Em pacientes humanos, as anormalidades hematologicas sdo mais
comuns em neoplasias hematopoiéticas ou tumores sélidos disseminados, quando comparados
a massas solidas localizadas. A mesma situagdo ¢ esperada em animais com cancer
(CHILDRESS, 2012).

A literatura ainda nao descreveu nenhum caso de CTD’s em medula 6ssea em cadelas
portadoras de neoplasias mamadrias, porém na medicina o valor das CTD’s ja estd bem

estabelecido como fator prognostico. Portanto, faz-se necessario o presente estudo, a fim de
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pesquisar a presenca de CTD’s em cadelas portadoras de neoplasias mamadrias em
estadiamento clinico avangado. E necessario também correlacionar a presenca dessas CTD’s
com alteragdes hematologicas e bioquimicas e verificar o impacto no prognostico e

programacao terapéutica destes animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

As neoplasias mamarias caninas (NMCs) sdo as lesdes mais comuns em fémeas nao
castradas ou castradas tardiamente e representam um problema de grande impacto para a
medicina veterinaria (CASSALI, 2013). Sao responsaveis por cerca de 50% das neoplasias
em cadelas (VON EULER, 2011), sendo aproximadamente 84% classificadas como
neoplasias malignas, dentre essas, 98% sdo caracterizadas como carcinomas (NUNES, 2014).

O risco de desenvolvimento destes tumores aumenta com a expectativa de vida, sendo
em média de 9 a 11 anos de idade (SORENMO et al., 2011). Fatores hormonais sdo bem
definidos na etiologia das NMCs. De acordo com Schneider et al. (1969), a incidéncia de
neoplasias malignas e benignas ¢ reduzida quando a ovariohisterectomia ¢ realizada em
cadelas jovens, antes do primeiro ciclo estral. O risco de ocorréncia de neoplasias mamarias
em cadelas castradas antes do primeiro cio ¢ de 0,5%, aumentando, respectivamente, para 8%
e 26% se a castracdo for realizada apds o primeiro ciclo estral e depois do segundo estro.
Clinicamente as NMCs apresentam-se como nodulos tinicos ou multiplos, ocorrendo em uma
ou ambas cadeias mamadrias, de tamanhos variados, podendo estar aderidos ou moveis
(SORENMO et al., 2011). Em alguns casos o tumor pode apresentar areas de ulceragdo
cutdnea ou sinais evidentes de inflamacdo (QUEIROGA & LOPES, 2002). As glandulas
mamarias abdominais caudais e inguinais sdo geralmente as mais acometidas, provavelmente
pela maior quantidade de parénquima mamario presente (MISDORP, 2002; SORENMO et
al.,2011; CASSALI et al., 2014).

A avaliagdo clinica de cadelas com tumores mamarios deve incluir exame clinico geral
e especifico com palpagdo cuidadosa das glandulas mamarias e dos linfonodos responsaveis
pela drenagem linfatica (SORENMO et al., 2011). Exames complementares como radiografia
toracica em trés incidéncias (ventrodorsal e laterolateral direito e esquerdo) devem ser
realizados para definicdo do estadiamento clinico. A radiografia ¢ o método padrdo para a
deteccdo de metastases pulmonares com didmetro superior a 6mm, uma vez que estudos
revelam que o exame de tomografia computadorizada apresenta maior acuricia na detec¢ao

de metastases com diametros inferiores (OTONI et al., 2010; CASSALI et al., 2014). Exames
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adicionais, como um ultrassonografia abdominal sdo recomendados para a investigagdo de
outros sitios metastaticos, principalmente o figado.

Estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o estadiamento clinico para
TMCs baseia-se no sistema TNM, o qual leva em consideracdo o tamanho do tumor primario
(T), envolvimento de linfonodos regionais (N) e metastases em 6rgdos distantes (M). A partir
do estadiamento clinico € possivel determinar a extensdo da doenca, estabelecer um
progndstico e, consequentemente, planejar adequadamente o tratamento. Conforme tabela 1,
com o sistema de estadiamento clinico ¢ possivel, posteriormente, categorizar os animais em
cinco estadios de [ a V (SORENMO, 2013).

O tratamento cirargico ¢ a abordagem terapéutica de escolha para todas as cadelas
com tumores mamarios, exceto aquelas com carcinomas inflamatoérios (SORENMO et al.,
2013; CASSALI et al., 2014). A escolha da técnica cirurgica depende da extensdo da doenga,
drenagem linfatica, tamanho e localiza¢do da lesdo (SORENMO, 2003). A quimioterapia ¢
indicada para tratamento de pacientes com estadiamento avangado, ou seja, com metéstases
regionais ou distantes ou em subtipos histologicos considerados de comportamento agressivo

(CASSALl et a., 2011; CASSALI et al., 2014).

2.2. CARCINOMA INFLAMATORIO DE MAMA

O termo Carcinoma Inflamatério de Mama (CIM) foi utilizado inicialmente na
medicina humana para designar a sindrome que envolve o rapido crescimento tumoral das
glandulas mamarias associado a eritema, dor, hiperemia e hipertermia (CARIATI ez al.,
2005). Atualmente sabe-se que o CIM ¢ uma apresentacao clinicopatoldgica de uma neoplasia
mamaria localmente invasiva e extremamente agressiva (GIORDANO et al., 2003; VAN
DER AUWERA et al., 2006).

A cadela, até recentemente, era a Unica espécie animal descrita que apresenta o CIM
espontaneamente, assim como acontece na mulher (PENA et al., 2003). Em 2004, Pérez-
Alenza et al., descreveram os primeiros casos de CIM em trés gatas. Embora a patogénese da
doenca permaneca obscura, sugeriu-se algumas caracteristicas clinicas, genéticas, bioldgicas e
hormonais do CIM (Perez Alenza et al., 2001; Pena et al.2003) diferem de outras formas de
cancer de mama. Segundo Cassali (2003), a maioria dos trabalhos ndo relata predisposi¢do

racial para as NMC, incluindo o CIM. E um tipo tumoral pouco frequente, tanto nas mulheres
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quanto nas cadelas. De acordo com Van Der Auwera et al., (2006) o CIM ¢ responsavel por
cerca de 1 a 5% das neoplasias mamarias malignas nas mulheres. Pefia et al., (2003),
demonstraram a incidéncia média de 7,6% de casos de CIM dentre as cadelas que apresentam
neoplasias mamarias. Porém, alguns trabalhos encontraram uma incidéncia maior (PEREZ-
ALENZA et al., 2001; BENTUBO et al., 2006). Desta forma, a prevaléncia ainda ndo esté
bem estabelecida.

O termo "inflamatorio" ¢ usado para designar as caracteristicas clinicas deste tipo de
cancer, sendo elas apresentacdo subita, edema, eritema, firmeza e hipertermia das glandulas
mamarias, com ou sem nodulos (PEREZ-ALENZA et al., 2001; Kimet al., 2006).
Clinicamente as lesdes se apresentam como massa firme e extensa em forma de placa
continua, sem limites especificos. A pele que recobre o tumor apresenta-se dolorida,
hiperémica, hipertérmica e, por vezes, com aparéncia semelhante a "casca de laranja" (peau
d’orange) (CASTELLANO e IDIART, 1994). Frequentemente ultrapassa os limites toraco-
abdominais e acomete face interna dos membros posteriores, sendo comum a presenga de
edema tanto na regido mamaria, quanto nos membros e areas de ulceracdo com secre¢do sero-
sanguinolenta ou purulenta por infeccdo bacteriana secundaria (BENTUBO et al., 2006;
CASSALI et al., 2011). As lesdes causadas pelo CIM, inicialmente, podem ser confundidas
com mastite ou dermatite, o que resulta em diagnéstico tardio (PEREZ-ALENZA et al., 2001;
LANA et al., 2013).

O CIM apresenta-se sob duas formas: primaria e secundéaria. O CIM primario acomete
animais sem historico prévio de tratamento cirurgico. O nodulo, desde o inicio, se apresenta
com o aspecto clinico de CIM, enquanto o secundario caracteriza-se pelo desenvolvimento de
sinais clinicos do CIM em recidivas apds cirurgias para exérese de neoplasias mamarias
(PENA et al., 2003a; SOUZA et al., 2009).

Geralmente, cadelas portadoras de CIM apresentam, no momento do diagnostico,
linfonodos acometidos pela neoplasia, sendo o status dos linfonodos um dos fatores mais
importantes para o prognéstico desta neoplasia (PENA et al., 2003; ROBERTSON et al.,
2010). O desenvolvimento de metastase a distancia ¢ extremamente precoce e esta presente
em até 30% dos casos no momento do diagnostico, o que se deve, principalmente, a grande
capacidade destes tumores em induzir angiogénese e linfangiogénese (VAN DER AUWERA
et al., 2006). Atualmente, o CIM representa um dos maiores desafios na oncologia veterinaria,
tendo em vista o seu curso hiperagudo e progndstico extremamente desfavoravel (PENA et

al., 2003a). De acordo com a classificagdo TNM, para cadelas, todas as pacientes que
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apresentem CIM, independente do tamanho ou presenca de metastases linfaticas ou a
distancia, se enquadram no estadio IV (LANA et al., 2013).

O diagnodstico do CIM ¢ clinico e pode ser confirmado através do exame
histopatologico, com a presenga de émbolos neoplasicos em vasos linfaticos da derme
(PEREZ-ALENZA et al., 2001; PENA et al., 2003, CASSALI ef al., 2011). A presenca de
envolvimento linfatico dérmico (embolia), na auséncia de -caracteristicas clinicas do
carcinoma inflamatorio, ¢ chamado carcinoma inflamatério oculto, e isso frequentemente
precede a apresentagio clinica de CIM (PEREZ-ALENZA et al., 2001). O CIM esta
associado a carcinomas mamarios de alto grau, tipos histologicos pouco diferenciados e de
pior prognéstico (PEREZ-ALENZA et al., 2001; PENA et al., 2003, CASSALI ef al., 2011).

A avaliagdo clinica de pacientes portadores de CIM ndo difere dos outros tipos de
neoplasias mamarias e deve incluir o histérico clinico e reprodutivo completo, hemograma,
bioquimica sérica, além de radiografia toracica e ultrassonografia abdominal para pesquisa de
metastase (CASTELLANO e IDIART, 1994; CAVALCANTI e CASSALLI, 2006).

Os principais Orgdos para desenvolvimento de metastase desse tipo tumoral sdo
linfonodos regionais e distantes, pulmdo, figado, rim, bago e coracdo. Outros sitios
metastaticos, como 6rgdos reprodutivos e bexiga, também sdo descritos (PEREZ-ALENZA et
al., 2004; VAN DER AUWERA et al., 2006). Nenhuma anormalidade laboratorial especifica
estd associada ao CIM (JAIYESIMI et al., 1992). Entretanto, existem relatos da presenca de
anemia, leucocitose com desvio a esquerda e coagulacdo intravascular disseminada (CID),
resultante da lesdo vascular pela obstrucdo de vasos sanguineos e linfaticos por émbolos
neopléasicos (SUSANECK et al., 1983).

O tratamento cirtrgico ¢ contraindicado em animais que apresentam CIM devido ao
elevado risco de disseminagdo tumoral e desenvolvimento de sindromes paraneoplésicas (SP),
a exemplo da CID, que cursa com hemorragias profusas durante o procedimento cirargico
(CASTELANO e IDIART, 1994). Outro motivo relatado ¢ a dificuldade para a obtengao de
margens livre em consequéncia da extensdo da doenga no momento da cirurgia
(CASTELLANO e IDIART, 1994; MARCONATO et al., 2009). Além disso, durante o pos-
cirtirgico, quase sempre sao observadas complicagdes como eritema, ulceragdo de pele,
intensa reac¢do inflamatodria, cicatrizagdo incompleta e deiscéncia de pontos (KIM et al.,
2011).

Como a excisdo cirurgica ¢ contraindicada, at¢é o momento a indica¢do sdo terapias

paliativas com antibioticos, analgésicos que promovam o controle efetivo da dor associada e
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antiinflamatorios ndo esterioidais, sendo os coxibes, inibidores seletivos de COX-2, os
principais medicamentos associados a quimioterapia antineoplasica. O piroxicam ¢ usado na
dose de 0,3 mg/kg/oral a cada 24 horas, 0,5 mg/kg por via oral a cada 48 horas ou firocoxib 5
mg/kg oral a cada 24 horas. A administra¢do deve durar o maior tempo possivel. Outra op¢ao
para quimioterapia para esta neoplasia ¢ a combina¢do de docetaxel e piroxicam (SOUZA et
al,. 2009; CAMPOS et al., 2011; CASSALI et al., 2013).

Os tumores mamarios malignos caninos expressam a enzima COX-2, sugerindo uma
acdo potencial desta enzima na carcinogénese mamadria da cadela (DE NARDI, 2007;
LAVALLE et al, 2009). Além disso, de acordo com Queiroga et al., (2005) a expressao desta
enzima ¢ maior ¢ mais intensa nos CIM quando comparados aos carcinomas nao
inflamatorios.

Ainda ndo existe consenso sobre o tratamento quimioterapico de cadelas com CIM e
apesar da maioria relatar o aumento na sobrevida dos animais com quimioterapia
comparativamente a terapia paliativa, esta continua a ser baixa e geralmente, menor que 100
dias, mesmo com os diferentes protocolos utilizados (MARCONATO et al., 2009; SA e
REPETTI, 2011)

2.3. ALTERACOES HEMATOLOGICAS

Alteracdes hematologicas sdo frequentemente encontradas em pequenos animais
portadores de cancer e podem resultar de efeitos diretos do crescimento do tumor ou de
sindromes paraneoplésicas (SP) (CHILDRESS, 2012). As SP sdo consideradas um grupo
heterogéneo de alteracdes clinicas que ocorrem em sitios distantes dos tumores primarios ou
de suas metastases (BERGMAN, 2007). A origem das SPs nas neoplasias mamarias caninas
ainda € pouco esclarecida, porém, sabe-se que as manifestacdes mais comumente observadas
sdo anemia, leucocitose, trombocitopenias, coagulopatias e CID (STOCKHAUS et al., 1999;
BERGMAN,2007). Um estudo realizado por Akinbami et al. (2013) demonstrou que
pacientes humanos acometidos por cancer de mama, apresentam contagens disformes de
células sanguineas.

Na medicina veterindria, em relacdo ao cancer de mama, existem poucos estudos
correlacionando achados laboratoriais anormais com esse tipo de tumor e estadiamento

(STOCKHAUS et al., 1999). Segundo Bergman (2013) estudos sugerem que as alteracdes
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nos parametros hematologicos, bioquimicos e hemostaticos em pacientes com cancer sejam
investigadas com o objetivo de identificar anormalidades, estabelecer o prognoéstico e tratar a
sindrome antes de outros procedimentos terapéuticos, pois essas alteragcdes podem ter maior

morbidade que o préprio tumor.

2.3.1 ANEMIA

A anemia ¢ a alteragdo hematoldgica mais comum associada as neoplasias, sendo
detectada em pelo menos 30% dos cdes com tumores malignos (ABBO, 2007). A maioria dos
distarbios cronicos, com um componente inflamatério, iniciard o processo de anemia e, entre
eles, a neoplasia maligna, capaz de provocar necrose e/ou inflamagao ao redor ou no interior
do tumor (DA SILVA et al., 2014).

Em pacientes com neoplasia, a anemia pode ter muitas origens, entre as quais: anemia
da doenca cronica, anemia por hemolise, por esplenomegalia com sequestro de eritrdcitos, por
invasdo de medula oOssea, por perda de sangue e anemia secundaria ao tratamento
(MANGIERI, 2009). No carcinoma mamario as origens de anemia mais comuns estdo
relacionadas a anemia da doencga cronica, anemia da inflamagao, sindrome anémica associada
com citocinas ou anemia do cancer. O mecanismo dessa altera¢ao esta associada a secre¢ao
tumoral de citocinas como a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) responsaveis por promover sequestro de ferro, ocasionar a reducao da
meia vida das hemacias e da secrecdo de eritropoietina (EPO). Anemias hemoliticas,
microangiopaticas e imunomediadas por formagdo de imunocomplexos também sdo relatadas
nas neoplasias mamarias caninas (MANGIERI, 2009).

A diminuicao da meia vida das heméacias ocorre devido ao aumento da produgdo de
IL-1, que leva os eritrocitos mais jovens a uma hemolise seletiva dentro do sistema
reticuloendotelial (MANGIERI, 2009). Pode ainda ocorrer alteragdo morfologica ou
fragmentacdo do eritrocito durante o percurso percorrido em um vaso sanguineo anormal
(RIBAS, 2012). Sequestro de ferro com bloqueio de sua reutilizacdo ocorre por acdo dos
macrofagos que fagocitam a lactoferrina produzida pelos neutrofilos no foco inflamatorio,
impedindo-o de ser utilizado, além da produgdo de IL-1 e TNF-a também pelos macréfagos o
que induz a produgdo de apoferritina (proteina de fase aguda), que quando fagocitada inutiliza

seu conteudo de ferro (BERGMAN, 2007; LEAL, 2009; MANGIERI, 2009). A reducgdo da
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secre¢dao da EPO se deve a uma producao insuficiente, devido a uma falha na sintese de 4cido
ribonucléico mensageiro (RNAm) induzida pelas citocinas da inflamagao IL-1, IL-6, TNF-a e
fator de crescimento transformador B (TGF B). Outra possivel explicacao ¢ a producao de
anticorpos anti-EPO, e ainda uma maior produ¢do de 6xido nitrico provocando a inibi¢ao
direta da formagdo de colonias eritroides (BERGMAN, 2007 ¢ MANGIERI, 2009). Na
maioria dos pacientes a anemia caracteriza-se, em geral, como normocitica € normocrémica

hiporregenerativa (DOBSON, 2003).

2.3.2 LEUCOCITOSE NEUTROFILICA

Em cdes com neoplasias primarias, a leucocitose neutrofilica foi detectada em 45,8%
dos animais (CHILDRESS, 2012). Estudos demonstram que parametros, como a contagem de
leucocitos, podem apresentar um valor diagndstico e progndstico para diversos tumores
malignos (ALIUSTAOGLU et al., 2010). O aumento no nimero de neutrofilos circulantes
tem sido associado a uma variedade de neoplasias em humanos e cades (BERGMAN, 2013).
No caso da leucocitose neutrofilica, sugere-se que haja uma estimulag¢do do fator estimulador
de colonia de monocitos e granuldcitos, pela inflamacdo cronica ou necrose ocasionadas pelo
processo neoplasico, além disso, IL-1 e TNF-o também podem induzir neutrofilia
estimulando a producdo de fatores de crescimento (CHILDRESS, 2012). Ribas (2012)
descreve a presenca de leucocitose neutrofilica com desvio para a esquerda como uma das
caracteristicas encontradas nos leucogramas das cadelas estudadas. A leucocitose neutrofilica
esta fortemente associada ao pior prognostico e mortalidade em seres humanos com neoplasia,
sobretudo naqueles em tratamento quimioterapico (STOCKHAM et al., 2003). A correlagdo
positiva da leucocitose com o estadio avan¢ado da doenca nao estd bem descrita na literatura,
mas sugere-se que a cronicidade da neoplasia acarreta resposta inflamatoria sistémica e, por
consequéncia, leucocitose neutrofilica.

A monocitose ¢ caracteristica de processos inflamatorios cronicos e o aumento
moderado no nimero de monocitos, associado ou nao a quadros de neutrofilia, pode ser
observado em pacientes com cancer, sobretudo em neoformagdes com areas de necrose

(STOCKHAM et al., 2003; CHILDRESS et al., 2012).



30

2.3.3 ANORMALIDADES NA COAGULACAO

Anemia e coagulopatias sao verificadas com maior frequéncia em caes com tumores
de mama, carcinomas inflamatdérios, mastocitomas, hemangiossarcomas, dentre outros
(BERGMAN, 2007). Em um estudo no qual se verificou a relagdo entre as anormalidades na
coagulagdo e alguns aspectos do carcinoma mamario em caes, pode-se identificar que 67%
das fémeas avaliadas possuiam algum tipo de anormalidade na coagulacdo. Tais alteragdes
foram correlacionadas com a progressao tumoral (STOCKHAUS et al., 1999).

Os mecanismos da trombocitopenia dos animais com cancer incluem o aumento da
destruicao, sequestro/consumo de plaquetas ou reducao da produgao (BERGMAN, 2007). A
evidéncia de anormalidades da coagulacdo de origem paraneoplasica em pacientes com
neoplasia mamadria pode evoluir para complicagdes hemorragicas durante o tratamento

(MANGIERI, 2009).

2.3.4 COAGULACAO INTRAVASCULAR DISSEMINADA (CID)

E a alteragdo na coagulagdo mais importante que acomete pacientes com neoplasias
mamarias, especialmente cadelas com CIM. A CID desenvolve-se em decorréncia da
producdo excessiva de proteases responsaveis pela formacao de fibrina e desenvolvimento da
fibrindlise em associacdo com falhas nos mecanismos inibitorios produzindo um estado de
hipercoagulabilidade descontrolada, esse estado resulta em formagdo de microtrombos e
trombos, 0s quais provocam maior consumo de plaquetas e fatores de coagulagdo, além de
isquemia e necrose subsequente, com dano endotelial pelo maior deposito de fibrinas e
plaquetas. De uma maneira geral, a CID tem uma fase de hipercoagulabilidade seguida de
uma fase hemorragica (MANGIERI, 2009).

No paciente com cancer, o mecanismo da fibrindlise ou trombose induzida por
neoplasias envolve a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-1 que induzem a
formagdo do fator tecidual (tromboplastina) por parte das células neoplasicas; producao de
proteases especificas (substancias pro-coagulantes do cancer) pelas células neoplasicas
através da ativagdo direta do fator X (fator de Stuart-Prower), sem a necessidade da
participagdo direta do fator VII (fator estavel); producdo de fator tecidual por parte dos

mondcitos/macrofagos em resposta a antigenos neoplasicos (ativa o fator VII e, dessa forma,
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ativaré os fatores X e IX, fator de Christmas); e a geracdo de depositos de fibrina e plaquetas
induzidos pelas células neoplasicas, na forma direta ou indireta, por meio da acgdo de
citocinas, tais como o TNF-a, IL-1, fator de agregacdao plaquetaria (PAF) e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (MANGIERI, 2009).

O diagnéstico pode ser feito através dos testes que avaliam a coagulacdo em que a
trombocitopenia, prolongamento do tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) ou tempo de trombina (TT), eleva¢ao dos produtos de degradacao da
fibrina (PDFs) e diminui¢do dos niveis de fibrinogénio plasmatico sdo comumente
identificados (STOCKHAUS et al., 1999; BROOKS & LAFORCADE, 2010). Alguns

trabalhos também sugerem a dosagem do D-dimero como teste diagndstico (DUDA, 2017).

2.4. ALTERACOES BIOQUIMICAS

Diversas anormalidades bioquimicas foram descritas nos pacientes oncologicos
(KARAYANNOPOULOU et al., 2006; BERGMAN, 2013), porém nenhuma foi associada

diretamente as neoplasias mamarias caninas.

2.4.1 ALTERACOES HEPATICAS

Alteracdes hepaticas, como elevagdo significativa da fosfatase alcalina (FA),
relacionada aos tumores mamarios caninos ja foram descrita (KARAYANNOPOULOU et al,
2006). Apesar de ter mecanismo pouco esclarecido, especula-se que seja uma resposta a uma
reacao por inducdo enzimatica provocada pela célula neoplasica (MANGIERI, 2009). Na SP,
quando a massa neoplésica ¢ completamente eliminada, a concentracdo de FA deve retornar a
faixa normal em um periodo de 90 a 120 dias. Ribas (2009), em seu estudo, encontrou
também elevacdo de FA, além de GGT e ALT nos animais observados, que também pode

estar associado com quadros de colestase, hiperplasia ou metastases hepaticas.

2.4.2 ALTERACOES RENAIS
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Apesar de existirem poucos relatos sobre glomerulopatias caninas (YHEE et a/.,2010),
sua associacdo com doencas neoplasicas ¢ frequente, podendo alcancar 17 a 40% em caninos
e felinos (FORRESTER, 2001). Na literatura médica, a associagdo entre neoplasias e
glomerulopatias ¢ bastante referida e, muitos relatos tém evidenciado que a proteintria
apresenta correlagdes positivas com o grau de malignidade e com progndstico reservado
(MILMAN, 1996; JORGENSEN et al., 2008).

Em seu estudo, Crivellentti (2014) evidenciou uma importante associagdo entre
carcinoma mamadario e alteragdes renais, particularmente depositos eletrodensos
subendoteliais. Nao foram encontradas alteragdes de marcadores como creatinina, ureia ¢

densidade urinaria.

2.5. CELULAS TUMORAIS DISSEMINADAS (CTD’S) EM MEDULA OSSEA

O estadiamento clinico padrao para carcinoma em pacientes veterinarios inclui exames
como radiografia tordcica em trés incidéncias, ultrassom abdominal e, em alguns casos,
tomografia computadorizada. No entanto, falhas no tratamento podem ocorrer eventualmente,
devido a metéstases ndo diagnosticadas de tumores epiteliais (TAYLOR et al., 2013).

As metéstases sdo a principal causa de morte em pacientes com tumores epiteliais
solidos (ARGYLE et al., 2003). Em 2002, Bernards e Weinberg apresentaram um novo
modelo de metastase, em que a capacidade metastatica ¢ adquirida durante estagios iniciais do
desenvolvimento do tumor primario. Essas cé€lulas metastaticas conhecidas como Células
Tumorais Disseminadas (CTD’s) podem ser detectadas nos estagios iniciais da progressao do
tumor em sangue periférico, onde sdo chamadas de Células Tumorais Circulantes (CTC’s) e
na MO de pacientes com cancer usando métodos de detecg¢ao altamente sensiveis (PANTEL
et al., 2004). A presenca de CTD’s também ¢ descrita por sindnimos, como micrometastases
da medula 6ssea ou doenga residual minima, mas o termo CTD’s ¢ o mais preciso. A MO
emergiu como um 6rgao comum de eleicdo para células epiteliais metastaticas, independente
do local do tumor primario e o padrao de metastases (BRAUN et al., 2000, PANTEL et al.,
2004).

Na medicina humana, as CTD’s ou CTC’s sdo mais frequentemente identificadas em
pacientes com carcinoma mamadrio, mas também foi relatada como um indicador progndstico

em carcinomas de bexiga, prostata, cancer de pulmdo de células ndo pequenas e cancer de
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pulmdo de pequenas células (ALI ef al., 2010; KREBS et al., 2011). Na medicina veterinaria,
relatos de CTD’s provenientes de neoplasias mamarias caninas sdo escassos, porém ja foram
encontradas micrometastases em MO de adenocarcinoma de saco anal, carcinomas de pele e
insulinoma em caes (PICKENS et al, 2005; TAYLOR, 2013).

O processo metastatico ¢ muito complexo e numerosos modelos hipotéticos foram
propostos para explicar a "cascata da metastase" e os varios requisitos que a célula metastatica
deve cumprir para se destacar do tumor primario, sobreviver e dar origem a um novo foco do
tumor (MISDORP & HERDER, 1966). Estudos também sugerem que os tumores primarios
podem secretar fatores que preparam o microambiente pré-tumoral e favorecam a
colonizagdes de células cancerosas precocemente (HUSEMANN et al., 2008). A exemplo, a
presenca de Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 1 (VEGFRI)em
progenitores hematopoiéticos na MO que pode ser um fator crucial na implantagdo de DTC’s,
pois sdo responsaveis por iniciar o nicho pré metastatico. No entanto, a inibicdo mediada por
anticorpos anti-VEGFRI interrompe a formagdo de aglomerados pré-metastaticos e impede a
metastase em MO e posteriormente no osso (KAPLAN et al., 2005).

Estudos demostraram uma interagdo reciproca entre o microambiente da MO e do
0ss0, 0 que ¢ fundamental para estabelecer crescimento metastatico 6sseo (LANA et al.,
2013; HU et al., 2017). Essa intera¢ao ¢ dada pela liberacdo de fatores de crescimento locais
por osteoblastos e osteoclastos ativos em estreita proximidade com micrometastase em MO
, 0 que pode provocar o crescimento e a invasdo das células do cancer de mama levando ao
desenvolvimento de metastase 6ssea (VAN DER PLUIIM G. et al., 2005).

Evidéncias sugerem que apenas certas subpopulagdes de células tumorais iniciais do
tumor adquirem as caracteristicas necessarias para se separar do local primario e entrar na
circulagcdo e ¢ cada vez mais proposto que apenas algumas subpopulacdes de CTCs/CTD’s
"agressivas" possam progredir a metastases (FEHM et al., 2006).

O método mais utilizado para identificagdo das CTD’s ¢ a imunocitoquimica, mas ja
foram demonstrados outros métodos mais sensiveis (ALIX-PANABIERES et al., 2008). Um
dos marcadores imunohistoquimicos mais utilizados para a identificagdo de CTD’s derivados
de um tumor epitelial como o cancer de mama em um compartimento mesenquimal ¢ a
citoqueratina (CK), a proteina mais importante do citoesqueleto das células epiteliais, ndo
expressada pelas células hematopoéticas. Quando células CK-positivas podem ser detectadas
em um compartimento que expressa CK-negativas, como a MO, a dissemina¢do de um tumor

epitelial pode ser assumida (DEARNALEY et al., 1981). Portanto, estudos em andamento
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estdo otimizando e padronizando técnicas de deteccdo de CTD, incluindo uma comparagao
clinica direta entre os anticorpos A45-B/B3 ¢ AE1/AE3 em relagdo a sensibilidade e
especificidade (FEHM, et al., 2006). Martinez et al., (2014) sugeriram em seu estudo, a
inclusdo do anticorpo anti AME (antigeno de membrana epitelial) para detec¢do de CTD’s
em aspirados de MO.

Segundo Pantel er al. (1993), a maioria dessas células estd em estado latente,
confirmado pela baixa expressdo de Ki67. A laténcia das CTD’s ¢ considerada a razdo da
reativagdo tardia dessas células e consequentemente a recorréncia do cancer em individuos
anos ou décadas apos remogao do tumor primario e quimioterapia adjuvante (ITO et al.,
2012). Mitra et al., (2015) explicam que as CTD’s entram em laténcia através de trés
mecanismos semelhantes: quiescéncia, transicao epitélio-mesénquima e células tronco
cancerigenas. Banys et al, (2012) demonstraram a disseminagdo precoce de células cancerosas
na circulagdo e medula dssea no contexto de pacientes com carcinoma ductal in situ. A
remocado cirtrgica da lesdo primaria pode privar estas células de fatores de acdo sistémicos,
importantes para o crescimento e, consequentemente, responsaveis pela dorméncia e pelo
estabelecimento de metéstases em outros 6rgaos, posteriormente (GERSTEN et al., 2010).

CTD’s podem ser detectadas em, aproximadamente, 33% dos pacientes com cancer de
mama sem qualquer evidéncia clinica de doenca metastatica (FEHM et al., 2006). Em um
estudo realizado por Braun et al., (2005) avaliou 4.703 mulheres com cancer de mama
invasivo e verificaram que CTD’s estavam presentes em MO de 1.438 (30,6%) pacientes.

As pacientes portadoras de neoplasias mamarias com presengca de CTD’s
apresentavam tumores de maior tamanho e grau histologico, frequentemente receptores
hormonais negativos e metéstases em linfonodos mais frequentes. Essa presenga foi associada
a uma baixa sobrevida livre de doenga e sobrevida global (Braun ef al., 2005).

A presenga de CTDs na MO foi um fator prognostico independente, ndo apenas ao
diagnostico primario, mas também quando presentes durante o acompanhamento sem
recorréncia. Essa presenca prevé um aumento em duas vezes no risco de desenvolvimento
posterior de metastases e morte associada ao tumor (BRAUN et al., 2000; BRAUN et al.,
2005; FEHM et al., 2006; SCHINDLBECK et al., 2011).

Apesar de ser considerado um fator prognostico ruim, as CTD’s em MO representam
uma ferramenta de selecdo de pacientes para tratamentos individualizados, a fim de se obter
eficacia terapéutica (FEHM et al., 2006). Com base na hipotese das CTD’s serem uma das

origens da doenca metastatica, essas células podem ser alvos terapéuticos valiosos para o
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tratamento adjuvante (ALIX-PANABIERES er al., 2008). Uma vez que essas células
permanecem nao proliferativas, os agentes citotoxicos padroes ndo sdo ativos. Por esse
motivo, a terapia baseada em anticorpos parece ser uma opcao terap€utica e as terapias
direcionadas guiadas pela fenotipagem das CTD’s podem estar entre as opgdes de tratamento
mais promissoras (FEHM et al., 2006; ITO et al., 2012).

Além dos dados conclusivos sobre a relevancia prognoéstica da presenga de CTD’s no
momento do diagnéstico, o monitoramento da eficacia terapéutica e a avaliagdo do risco
residual durante o acompanhamento representam uma opg¢do promissora para a utilidade
clinica da detec¢do de CTD, pois podem levar a novas abordagens terapéuticas, melhor
controle da doenca em longo prazo e maiores tempos de sobrevida (FEHM et al., 2006; ITO

etal., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

Baseado na elevada incidéncia de neoplasias mamarias caninas € na escassez de
trabalhos sobre pesquisas de CTD’s em MO, o que estd bem estabelecido em mulheres com
esse tipo de neoplasia, e na caréncia de trabalhos sobre alteragdes hematologicas e
bioquimicas de cadelas com tumores de mama em estadiamento clinico avangado e CIM, faz-
se necessario a realizagio do presente trabalho. E importante que os veterindrios sejam
capazes de reconhecer alteracdes hematoldgicas e bioquimicas relacionadas a neoplasia, pois
podem ser marcadores clinicos de tipos especificos de cancer e facilitar a sua identificagao
diminuindo assim o tempo do diagnostico, ajudar como marcadores de resposta terapéutica,
exigir tratamento especifico além do tratamento do céncer e influenciar o prognéstico de

certos tumores (Childress, 2012).
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4. HIPOTESE

A MO ¢é um 6rgao alvo para metastases de neoplasias mamarias caninas. As neoplasias
mamarias caninas em estadiamento clinico avangado s3o capazes de causar alteragdes

hematologicas e bioquimicas.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Pesquisar a presenca de CTD’s em MO e avaliar o hemograma e exames bioquimicos

de cadelas portadoras de neoplasias mamarias em estadiamento clinico avancado e CIM.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar a presenga de CTD’s em MO de cadelas portadoras de neoplasia mamaria
em estadiamento clinico IV e V e cadelas portadoras de CIM.

Avaliar as alteracdes de perfil hematoldgico (eritrograma, leucograma e
plaquetograma) de sangue periférico de cadelas portadoras de neoplasia mamaria em
estadiamento clinico IV e V e cadelas portadoras de CIM, comparando com valores de
referéncia para a espécie.

Avaliar as alteragdes de perfil bioquimico (ALT, AST, FA, Ureia, Creatinina, GGT,
Glicose, Proteinas totais, Albumina e Globulina) de sangue periférico de cadelas portadoras
de neoplasia mamaria em estadiamento clinico IV e V e cadelas portadoras de CIM,
comparando com valores de referéncia para a espécie.

Correlacionar a presenga de CTD’s em MO com alteragdes hematologicas e

bioquimicas.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. ASPECTOS ETICOS

O uso de animais e procedimentos para este estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(protocolo 200/2016).

6.2. POPULACAO

Foram incluidas cadelas atendidas pelo Servi¢o de Oncologia do Hospital Veterinario
da Escola de Veterinaria da UFMG (EV/UFMGQG), diagnosticadas com neoplasias da glandula
mamadria em estadiamento clinico avangado e submetidas a exérese cirtirgica. Também foram
incluidas cadelas diagnosticadas com CIM, ndo sendo submetidas ao tratamento cirtrgico. As
cadelas foram divididas em trés grupos em um estudo prospectivo:

G1: 8 animais portadores de neoplasias mamarias malignas com linfonodos positivos
para metastases (T 23N Mp).

G2: 8 animais portadores de neoplasias mamarias malignas com metéstases a distancia
no momento da avaliagdo clinica (T 23N 1M)).

G3: 11 animais portadores de carcinomas inflamatdrios.

Nao foi incluido um grupo controle no estudo. As variaveis observadas no hemograma

foram comparadas com os valores de referéncia para a espécie.

6.3. ESTADIAMENTO CLINICO

O estadiamento clinico estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de
acordo com o sistema TNM avalia o tamanho do tumor primario (T), envolvimento de
linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M). Com este sistema de
estadiamento € possivel, posteriormente, a categorizacdo dos animais em cinco estadios de I a

V (adaptado de OWEN, 1980).
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Tabela 1- Sistema de estadiamento clinico para tumores mamarios caninos de acordo com o

sistema TNM estabelecido pela Organizagao Mundial da Satde.

Estadiamento Tamanho Linfonodos regionais  Metastases distantes
I T, No My
I T, No Mo
11 Ts No Mo
1\Y% T123 ¢ Carcinoma Inflamatorio N, My
\% Ti2s No,1 M,

Estadiamento clinico para tumores mamarios caninos: T = tamanho do tumor primario, onde T1 < 3,0cm de
didmetro; T2 = 3,0 — 5,0cm de didmetro; T3 > 5,0cm de didmetro. N = envolvimento de linfonodos regionais,
onde N, = sem evidéncia de metastases; N,= linfonodos regionais ipsilaterais envolvidos; M=metastases em
orgdos distantes, onde M, = sem evidéncias de metastases a distdncia, M= presenca de metastases em Orgaos
distantes ou linfonodos que ndo drenam as cadeias mamarias (Adaptado de OWEN, 1980).

6.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Seccdes histologicas de 4um foram obtidas dos fragmentos mamarios fixados em
formol neutro tamponado a 10%, processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina e
coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. A identifica¢do do tipo histologico foi realizada

de acordo com o “Comsensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine

Mammary Tumors” (CASSALI et al., 2014).

6.5. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Para realizagdo de imuno-histoquimica as laminas gelatinizadas contendo as secgdes
histologicas de 4um foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em uma série de alcoois
progressivamente diluidos (absoluto I e II, 90%, 80%). As reagdes de recuperagdo antigénica
foram realizadas em calor-umido pressurizado (Pascal®) com citrato pH 6,0
(DakoCytomation Target Retrieval Solution) a 125°C por 2 minutos. Apds recuperacao
antigénica, as laminas foram resfriadas por 20 minutos. Em seguida, foram feitas trés
lavagens de cinco minutos em PBS. Foi realizado o bloqueio da peroxidase e da proteina
endogena, com trés lavagens em PBS entre os bloqueios. Posteriormente, todos os cortes

histolégicos foram recobertos com o anticorpo primario e incubados em camera imida por 16
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horas. Apds o periodo de incubagdo foram feitas trés lavagens com PBS e aplicou-se sobre os
cortes histologicos o anticorpo secundario, seguido de lavagem em PBS e adi¢ao do polimero.
A revelacdo colorimétrica foi realizada com diaminobenzidina (DAB), por trés minutos, ¢ a
contra-coloracdo com Hematoxilina. Foram utilizados todos os reagentes do Kit Novo Link —

Leica® de acordo com as instrugdes do fabricante.

6.6. ANALISE DE IMUNOFLORESCENCIA

As laminas representativas de cada caso foram descoradas em agua corrente, lavadas
em solucdo de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline: PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl e 10
mM phosphate buffer solution, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA), em seguida
incubadas em PBS contendo 0.2% de Triton 100-X (Sigma-Aldrich) por mais 20 minutos e
bloqueadas em PBS contendo 1% de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) durante
30 minutos. Os cortes foram incubados com anticorpo monoclonal anti-pan-citoqueratina
conjugado ao Alexa Fluor 488 (1:250, clone AE1/AE3, Sigma-Aldrich, Carlsbad, California,
EUA), overnight a 4°C. Apds este periodo as amostras foram lavadas trés vezes durante cinco
minutos em PBS. A sonda para ntcleo Hoechst 33258 (1pg/mL, Life Technologies) foi
adicionada durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos este periodo as amostras foram
novamente lavadas 3 vezes em PBS durante 10 minutos ¢ montadas utilizando a solugdo
Prolong Gold Antifade reagent (Life Technologies). Os controles negativos foram incluidos
em todas as reacdes apenas omitindo-se os anticorpos primarios. As imagens foram coletadas
utilizando microscépio Confocal Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss, Jena, Germany) com objetiva de
imersdo a 6leo de 40x e abertura numérica de 1.3. As amostras foram excitadas a 405 nm e
sua emissdao observada a 415-480 nm para deteccdo da sonda nuclear Hoechst e a 488 nm e
sua emissdo observada a 500-525 nm para deteccdo do Alexa Fluor 488. Foram avaliadas
areas aleatorias da medula e foram coletadas cinco imagens de cada caso. O software Zen 2

foi utilizado para as andlises de fluorescéncia.
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6.7. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue para realizacao de exames de risco cirirgico no
momento anterior a exérese cirdrgica das neoplasias mamarias no qual se incluiam
hemograma, Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), FA, uréia,
creatinina, GGT, glicose, albumina e globulina. Nas cadelas portadoras de carcinoma
inflamatério, a coleta de sangue para realizacdo dos exames foi realizada no momento do
diagnostico. Essas amostras foram coletadas por puncdo venosa das veias jugular, cefalica ou
safena a véacuo, apds antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha 22G na seguinte
ordem: 1,5 mL em tubos com anticoagulante etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-
K2) e 2,5 mL em tubos sem anticoagulante. Os exames foram realizados de forma rotineira
pelo Laboratério de Analises Clinicas (LAC) da EV / UFMG.

A puncdo de medula 6ssea das cadelas em estadiamento clinico avangado foi realizada
de acordo com o porte da paciente: manubrio do esterno em animais de grande porte e crista
iliaca em animais de pequeno porte, no momento da cirurgia com as cadelas sob anestesia
geral. Apos antissepsia foi realizada a puncdo e aspiragdo com auxilio de agulha 40x12mm e
seringa de 10ml previamente heparinizada. Para penetrar no espago medular dos ossos, foi
aplicada uma pressao manual moderada a agulha, girado-a ¢ alternando os movimentos para
direita e esquerda. O material obtido foi depositado em lamina de vidro sob a forma de
squash, seco ao ar, fixado com élcool metilico e corado pela técnica de Giemsa. A coleta da
MO das cadelas que apresentavam CIM, foi realizada no momento do diagnostico sob

anestesia local e utilizando-se a técnica descrita acima.

6.8. AVALIACAO HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA

O hemograma foi realizado, a partir do sangue armazenado em tubos contendo EDTA,
em Analisador Hematoldgico Veterinario icounter vet pelo método de impedancia, que
fornece a contagem automatica de leucocitos totais, hemacias, plaquetas, concentragdo de
hemoglobina e valores de Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragao de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Red cell distribution
width (RDW- Distribuicdo dos globulos vermelhos). O volume globular (VG) foi avaliado,

também, pelo micro hematdcrito (ht), centrifugado por cinco minutos a 10000 rotagdes por
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minuto (RPM) para comparacdo com o resultado automatico. A contagem diferencial de
leucocitos, realizada a partir da contagem de 100 células, e a andlise citomorfoldgica foi
realizada em microscopia Optica, em objetivas de 20X, 40X e 100x, utilizando esfregacos
sanguineos corados em Pandtico. Contagens plaquetarias automaticas que nao se encontram
no valor de normalidade foram conferidas a partir da observagdo em lamina contando-se a
média em dez campos de 100X, com posterior multiplicacdo por 20000. Os valores de

referéncia seguem Jain (1993).

6.9. AVALIACAO DE CTD EM MEDULA OSSEA

Foi avaliada a presenca de células neopléasicas em todos os campos das laminas assim
como a celularidade global, presenca ¢ a intensidade de megacariocitos, adipdcitos, células do

estroma e outros tipos de células.

6.10. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que apresentaram comorbidades como Leishmaniose e hemoparasitoses
detectadas por exames fisicos e confirmadas pelo exame de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA - ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica) foram excluidas do trabalho devido as

influéncias no hemograma, perfil bioquimico e analise de MO.

6.11. ANALISES ESTATISTICAS

As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste global de Kruskal-Wallis,

os valores foram considerados estatisticamente significativos com p<0,05.



7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao serdao apresentados sob a forma de artigos cientificos.
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Previous studies demonstrated that persistent DTCs
during follow-up in women with a primary diagnosis of
early breast cancer predicted relapse and death significantly,
and these observations provide strong evidence for its value
as a monitoring tool (Janni et al., 2011; Taylor et al,, 2013).
Finally, a meta-analysis evaluating patients with primary
breast cancer demonstrated that the presence of circulating
tumor cells could be associated with poor overall survival
and biologically more aggressive phenotypes (Zhao et al.,
2011). Cytologic examination of BM is not a routine part
of staging in veterinary patients with epithelial tumors. The
micrometastasis presence at the time of diagnosis has not
been reported as a prognostic tool in veterinary patients,
This study aimed to evaluate the presence of DTCs in BM
of dogs with IMC.

INTRODUCTION

he inflammatory mammary carcinoma (IMC) is the
clinical-pathological presentation of a local invasion
and extremely aggressive mammary neoplasia (Pefia et al.,
2003). Currently represents one of the biggest challenges
in veterinary oncology, considering its high metastatic
potential, hyperacute course, and poor prognosis (Janni et

al., 2011).

In veterinary and human oncology, metastatic disease is
one of the leading causes of death in patients, especially in
those with solid carcinomas (Argyle, 2003).In 2002, a new
model of metastasis was proposed, in which the cancer
cells acquired metastatic capacity during the initial stages
of the primary tumor (Rene and Weinberg, 2002). When

these cells are found in bone marrow (BM), they are called
disseminated tumor cells (DTCs) (Pantel et al., 1993).

For immunohistochemistry, the gelatinized slides containing
the 4-pm histological sections were deparaffinized in
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xylol and rehydrated in a progressively diluted alcohol
series. Antigen retrieval reactions were performed under
pressurized moist heat (Pascal®) with citrate buffer pH 6.0
{Dako Cytomation Target Retrieval Solution) at 125°C for
2 minutes. After antigen retrieval, the slides were cooled
for 20 minutes, followed by three 5-minute washes in
PBS. Peroxidase and endogenous protein blocking were
performed with three PBS washes between each blocking
step. Subsequently, all histological sections were coated
with the primary mouse monoclonal antibedy against
Pan-Cytokeratin (1:500, clones AE1/AE3, Dako North
America, Carpinteria, California, USA) and incubated in
a humidified chamber for 16 hours. After the incubation
period, three PBS washes were performed, and the secondary
antibody was applied to the histological sections, which
was followed by washing in PBS, and then the addition
of the polymer. Colorimetric development was performed
using diaminobenzidine (DAB) for 3 minutes. Sections
were counterstained in Harris hematoxylin (H-E). All
reagents from Novo Link Kit (Leica®) were used according
to the manufacturer’s instructions. For controls were used
mammary carcinoma samples, and the negative control was
omitting the primary antibody.

Immunofluorescence staining was performed as previously
described by Rodrigues et al. (2016). Cells were labeled with
a mouse monoclonal antibody against Pan-Cytokeratin
conjugated to Alexa Fluor 488 (1:250, clones AE1/AE3,
Sigma-Aldrich, Carlsbad, California, USA) overnight at
4°C and Hoechst 33258 (1 mg/mL, Life Technologies) for
1 hour at room temperature. Next, samples were washed
three times in PBS for 10 min and then mounted with
Hydromount (Electron Microscopy Sciences). The primary
antibody was omitted in all negative controls. Images were
collected using a Zeiss LSM 880 confocal microscope
(Carl Zeiss, Jena, Germany) using a 40x 1.3 NA oil
objective lens and a GaAsP detector. Samples were excited
at 405 nm and observed at 415-480 nm to detect Hoechst
and at 510-540 nm to detect Alexa 488.The software Zeiss
Efficient Navigation (ZEN) was used for fluorescence
analyses and image adjustments according to the negative
control (Rodrigues et al., 2016). For all negative controls
were used BM smears from the same dogs (Figure 2).

Four female dogs were clinically diagnosed with
inflammatory mammary carcinoma at “Servico de
Oncologia do Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Minas Gerais (SO-UFMG)” and submitted to
fine-needle aspiration (FNA) at the moment of the clinical
diagnostic. All dogs presented the secondary form of the
disease; they developed the IMC during the recurrence
of the mammary tumor and also presented metastasis in
lymph nodes and distant organs. When the dogs presented
primary mammary neoplasia, they were forwarded to
surgery. The tumor was removed and sent to“Laboratério de

Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Biolégicas
(LPC-ICB) da UFMG? for the diagnostic (Elston, 1991;
Misdorp et al,, 1999; Goldschmidt et al., 2011; Cassali et
al., 2014).

The clinicopathological findings are represented in Table 1.

Table 1: Inflammatory mammary carcinoma cases
according to the histological type and grade

HISTOLOGICAL TYPE GRADEI |GRADEII | GRADE III
Micropapillary carcinoma 0 1 1
Papillary carcinoma with micropapillary areas 1 0 0
Cribiform carcinoma 0 1 0

'The local for the FNA was determined according to the
size of the patient. In medium and large dogs, the biopsy
was performed in the sternum manubrium; and in small
dogs, it was made on the iliac crest. The asepsis and
anaesthesia were made in the local of the biopsy. It was
inserted an 18G needle with a 10 mL syringe into the bone
by pressure and using clockwise and counter clockwise
movements until it was firmly fixed. The BM aspiration
was performed, and the material was deposited in slides
for the squash and Giemsa staining (Taylor et al., 2013).
‘The BM microscopic screening method of all samples was
done, and it was analyzed the presence of epithelial-like
cells, that is suggestive of DTCs. The presence of these
cells was observed in four samples of BM (Figure 1A).

Figure 1: Representative Bone marrow photomicrographs:
(A) Epithelial cell clusters in the smear are compatible with
DTCs from inflammatory mammary carcinoma (see black
arrow). Giemsa staining, obj. 10x. (B) Histopathology of
canine bone marrow with the presence of epithelial cells
in a cribriform tumor (H-E), obj. 20x. (C) Cytokeratin
positive staining in epithelial cells present in canine bone
marrow, counterstained in Harri’s hematoxylin, obj. 20x.

All four dogs in this study died due to the evolution of
the disease. Concerning overall survival time ranged
from 3 to 20 days (median 16 days). The necropsy
was performed in two animals, and BM samples were
collected to histopathological and immunohistochemistry
analyses for DTCs (Figure 1B and 1C). The BM samples
were fixed in 10% neutral-buffered formalin for 48 h,
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processed by the routine paraffin method, and stained with
hematoxylin-eosin. The owners of the two other animals
did not allow the necropsy. The BM squash previously
performed was used for immunofluorescence (Figure 2).
Immunofluorescence in bone marrow smear and paraffin-
embedded tissue confirmed the epithelial cells subcellular
localization with the cytokeratin staining. The number of
animals, screening methods and the technique used for the
diagnostic confirmation are presented in Table 2.

Table 2: The number of cases, the screening method, and
the technique used to confirm the DTCs.

ANDMALS SCREENING METHOD | DIAGNOSTIC CONFIRMATION
2 FNA Immunofluorescence in BM squash
2 FNA Higtopathological and

immunohistochemistry in BM paraffin

block

Cytokeratin Nucleus Merged

Bone Marrow Smear

Paraffin-Embedded

Alexa-488 Nucleus
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£
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3
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@
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Figure 2: Cytokeratin localization confirmed by confocal
microscopy: (A-B) Immunofluorescence images show in
green cytokeratin localization in bone marrow smear and
paraffin-embedded tissue (Scale Bars= 5 and 20 pm). The
nuclei were stained with Hoechst and are shown in blue.
The merged images confirm the subcellular localization
of cytokeratin. (C) Representative image of the negative
control. Images are representative of what was observed in
two independent experiments. Scale Bar: 20 pm.

Ovur study describes the presence of DTCs coming from
IMC in dogs. Previous studies showed the presence
of micrometastases in BM in animals with apocrine
adenocarcinoma of anal sac gland, apocrine carcinoma

of the skin, and presence of DTC’ in no inflammatory
mammary neoplasia (Jaillardon et al., 2012; Taylor et al,,
2013). Some authors suggest that neoplastic cells affinity
to BM is due to the hematopoietically substances active,
which make the microenvironment favorable to its survival
and latency. The presence of these cells in BM in women
with breast cancer could explain the disease recurrence
after a long period since standard cytotoxic agents are
not active in resting cells. After the end of conventional
chemotherapy treatment, the cells return to activate and
migrate to new metastatic foci (Hu et al,, 2017).

The presence of DT'Cs in BM is well established as a poor
prognostic indicator to free-survival disease and overall
survival in women’s mammary cancer (Braun et al., 2005).
We believe that the presence of DTCs in canine IMC does
not change the prognosis because it is an aggressive and
hyperacute course disease. Currently, studies are focused
on the analysis of the DTCs as a clinical monitoring tool
because of the increased risk of recurrence in patients with
DTCs in BM. These patients could be benefited from
additional treatment with adjuvant chemotherapy since
conventional therapy does not work in these cells (Braun
et al., 2005; Janni et al., 2011). Therefore, the identification
of DTCs can lead to new therapeutic approaches to better
control the disease and overall survival (Tto et al., 2012). In
veterinary medicine, research related to DTC still scarce
and insufficient to infer the influence on the prognosis in
mammary carcinoma in dogs.

In this study, all animals presented advanced clinical
staging. Previous work reported the presence of DTCs in
patients with initial clinical-stage, so further studies are
needed to establish the importance of DTCs in tumor
progression. In veterinary medicine, the role of DTCs
should be investigated in canine mammary neoplasms,
since they may be an auxiliary, low invasive, and low-cost
tool for understanding the progression of the disease.
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Artigo 02: Submetido ao Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Analise das alteracdoes hematolégicas e bioquimicas em cadelas com neoplasias

mamarias e Carcinoma Inflamatorio.

RESUMO

Alteragdes hematoldgicas e bioquimicas podem resultar dos efeitos diretos do
crescimento do tumor ou de sindromes paraneoplésicas, sendo frequentemente encontradas
em animais portadores de neoplasias, O objetivo desse estudo foi avaliar as alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas em cadelas portadoras de neoplasias mamarias de acordo com o
estadiamento clinico inicial, avancado e com Carcinoma Inflamatério (CI). Foram coletadas
amostras de sangue de 43 cadelas divididas em trés grupos de acordo com o estadiamento
clinico: Grupo 1 (G1): cadelas em estadio clinico inicial (T1,23NoMy - N=17), Grupo 2 (G2) -
cadelas em estadio clinico avangado (T1,,3N1My; - N=15) e Grupo 3 (G3): cadelas que
apresentaram CI (N=11). Os parametros hematologicos e bioquimicos obtidos foram
relacionados com o estadiamento clinico das pacientes, dentre eles, os mais comuns foram
anemia, leucocitose neutrofilica, monocitose, aumento de ALT, AST e hipoalbuminemia,
respectivamente, principalmente em cadelas em estadiamento clinico avangado e com
carcinoma inflamatorio.
Palavras-chave: Cadelas, neoplasias mamadrias, alteragdes hematoldgicas, alteracdes

bioquimicas.

ABSTRACT

Hematological and biochemical changes can result from the direct effects of tumor
growth or paraneoplastic syndromes, and are frequently found in animals with neoplasms.
The aim of this study was to evaluate the hematological and biochemical changes in bitches
with breast cancer according to the clinical stage. initial, advanced clinical and with
Inflammatory Carcinoma (IC). Blood was collected from 43 bitches divided into three groups
according to clinical stage: Group 1 (G1): bitches in initial clinical stage (T1,2,3N0OMO - N =
17), Group 2 (G2) - bitches in advanced clinical stage (T1,2,3N1MO0,1 - N = 15) and Group 3
(G3): bitches that separate CI (N = 11). The hematological and biochemical parameters were

related to the clinical staging of patients, among them, the most common were anemia,
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neutrophilic leukocytosis, monocytosis, increased ALT, AST and hypoalbuminemia,

respectively, mainly in bitches in clinical staging and with advanced carcinoma

INTRODUCAO

Sindromes paraneoplasicas (SPN) correspondem a um grupo diverso de alteracdes
clinicas que ocorrem em sitios distantes dos tumores primarios ou de suas metéstases,
podendo ser tao prejudicial quanto a causa inicial. Em alguns casos, as SPN representam o
primeiro sinal clinico sendo observada antes do diagnostico de uma neoplasia. A incidéncia
de SPN em medicina veterinaria ¢ pouco descrita, porém na medicina estima-se que ¢ 75%
dos pacientes com cancer apresentam alteragdes parancoplédsicas durante a evolugdo da
neoplasia (Morrison, 2002).

Efeitos diretos do crescimento do tumor ou de sindromes parancoplasicas podem
resultar em alteracdes hematologicas, as quais sdo frequentemente encontradas em animais de
companhia portadores de neoplasias (Childress, 2012). Sabe-se que as manifestagcdes
hematologicas mais comumente observadas sdo anemia, leucocitose, trombocitopenias e
coagulopatias (Stockhaus et al., 1999; Bergman, 2013). A anemia relacionada ao cancer ¢
uma complicacdo comum em pacientes humanos com varios tipos de tumores e podem ter um
impacto negativo sobre a qualidade de vida, prognoéstico e resposta ao tratamento (Blohmer, ef
al., 2005). Além disso, diversas anormalidades bioquimicas foram descritas nos pacientes
oncologicos, entre elas hipercalcemia, hipoglicemia, hipoproteinemia e elevagao da fosfatase
alcalina total e de suas isoenzimas correspondentes (Karayannopoulou, et al.,2006; Bergman,
2013).

Em medicina humana as alteracdes hematologicas sdo consideradas um importante
fator determinante de progndstico em pacientes com neoplasias. Contudo, em medicina
veterinaria essas alteracdes e sua associacao com neoplasias mamarias sao pouco exploradas.
Identificar uma sindrome paraneopldsica permite o diagndstico precoce da neoplasia,
melhorando o prognostico e a qualidade de vida do paciente. Estudos de associacdo entre
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas com a progressao de doenca em neoplasias mamarias
caninas sao escassos (Silva et al., 2014; Garrido et al., 2015). Além disso, nenhum estudo
avaliou a associacdo dessas alteracdes com progressdo tumoral em cadelas com carcinoma
inflamatorio. Assim sendo, o objetivo desse estudo foi avaliar as alteragdes hematoldgicas e
bioquimicas em cadelas portadoras de neoplasias mamadrias malignas de acordo com o

estadiamento clinico e com carcinoma inflamatorio.
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MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

O uso de animais e procedimentos para este estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo
200/2016).

Selecao dos casos

Foram incluidas no presente estudo 43 cadelas com neoplasias mamaérias malignas
atendidas no Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario (SOV-HV) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os critérios de inclusdo foram cadelas sem
predilecao de raca ou idade, com neoplasias mamarias ou com carcinoma inflamatério (CI)
atendidas no periodo entre margo de 2015 e janeiro de 2018. Foram considerados como sinais
clinicos caracteristicos de CI a presenca de massa associada edema, hipertermia e eritema nas
glandulas mamarias. Foram excluidas do estudo, pacientes com diagnostico sorologico de
leishmaniose, hemoparasitoses ou que foram vacinadas em um prazo inferior a quatro meses.

As variaveis de interesse clinico e epidemioldgico como idade, status reprodutivo,
tamanho do tumor e tipo histologico foram obtidas por meio de prontudrios eletronicos

presentes nos arquivos digitais do HV-UFMG.

Coleta de sangue

A coleta das amostras de sangue foi realizada anteriormente a exérese cirurgica como
exame auxiliar para o risco cirurgico. Para as pacientes com CI a coleta de sangue foi
realizada no momento do diagnostico clinico. Todas as pacientes foram submetidas a
venopuncdo a vacuo das veias jugulares externas, cefdlicas ou safenas laterais, apds
antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha e seringa de 5 ml. Foram utilizados
tubos com anticoagulante etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-K?2) para hemograma
e tubos sem anticoagulante, para andlises bioquimicas. As analises hematoldgicas e

bioquimicas foram realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas (LAC) do HV- UFMG.
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Analise do hemograma e perfil bioquimico

O hemograma foi realizado pelo analisador hematoldgico Veterinario Icounter Vet
pelo método de impedancia, que fornece a contagem automatica de leucocitos totais,
basofilos, eosinodfilos, neutrofilos bastonetes, neutréfilos segmentados, linfocitos, mondcitos,
hemacias, volume globular (VG), plaquetas, concentragdo de hemoglobina e volume
corpuscular médio, concentragdo de hemoglobina corpuscular média, hemoglobina
corpuscular média. O VG foi avaliado, também, pelo microhematocrito, centrifugado por
cinco minutos a 10000 rpm para comparagdo com o resultado automatico. O grau de anemia
foi classificado pelo valor do VG, em que percentuais entre 30 e 37% indicaram anemia
discreta, entre 20 e 29% anemia moderada, entre 13 e 19% anemia acentuada e abaixo de 13%
anemia muito acentuada. A contagem diferencial de leucocitos, realizada a partir da contagem
de 100 células, e a analise citomorfoldgica foi realizada em microscopia Optica, em objetivas
de 20X, 40X e 100x, utilizando esfregacos sanguineos corados em Panotico. Contagens
plaquetarias automaticas foram conferidas a partir da observacdo em lamina contando-se a
média em dez campos de 100X, com posterior multiplicacdo por 20000. Os valores de
referéncia seguem o proposto por Jain (1993).

O perfil bioquimico foi realizado, a partir do soro obtido apés a centrifugacdo do
sangue armazenado em tubos contendo ativador de coagula¢do, em Analisador Bioquimico
Cobas Mira 5. As andlises bioquimicas, utilizando kits comerciais da Synermed, incluiram
proteina total e fragdes, pelo método colorimétrico, creatinina, pelo método cinético, uréia,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotrasnferase (AST) e fosfatase alcalina (FA),

pelo método enzimatico. Os valores de referéncia seguidos foram propostos por Kaneko et al.

(1997).

Estadiamento clinico

Todas as pacientes foram submetidas a estudo radiografico do térax em trés
incidéncias (ventro-dorsal, latero-lateral direita e esquerda) e ultrassom abdominal para
estadiamento clinico. O sistema utilizado foi o TNM estabelecido pela Organizacdo Mundial
da Satde (OMS), o qual leva em consideragdo o tamanho do tumor primdrio (T),
envolvimento de linfonodos regionais (N) e metdstases em 6rgdos distantes (M). A presenca
de metéstases nos linfonodos axilares ou inguinais foi confirmada histologicamente apos

exérese cirurgica da glandula mamaria envolvida, sendo a presenca de células isoladas, de
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micro ou macrometastases o critério de positividade para envolvimento nodal. De acordo com

o sistema TNM as pacientes foram classificadas em estadios de I a V conforme Tab. 1.

Tabela 1 - Sistema de estadiamento clinico para tumores mamarios caninos de acordo com o
sistema TNM estabelecido pela Organizacdo Mundial da Satde, adapatado por Sonremo et
al., (2013).

Estadiamento | Tamanho (T) Linfonodos regionais (N) | Metastases distantes (M)
I T, No My
I T No M,
I Ts No Mo
IV T 12,3 N1 MO
Carcinoma Inflamatério
v Ti23 No,1 M;

Estadiamento clinico para tumores mamarios caninos: T = tamanho do tumor primario, onde T1 < 3,0cm de
didmetro; T2 = 3,0 — 5,0cm de didmetro; T3 > 5,0cm de didmetro. N = envolvimento de linfonodos regionais,
onde N, = sem evidéncia de metastases; N,= linfonodos regionais ipsilaterais envolvidos; M=metastases em
orgdos distantes ou linfonodos que ndo drenam as cadeias mamarias, onde M, = sem evidéncias de metastases a
distancia, M= preseng¢a de metastases a distancia (Adaptado de Owen, 1980).

Exceto para as pacientes com CI, todas as cadelas passaram por exérese cirurgica
como terapia inicial para as neoplasias mamarias. As mastectomias foram realizadas de
acordo com o numero, tamanho e localizagdo dos tumores, respeitando os principios da
cirurgia oncoldgica e drenagem linfatica da cadeia mamaria (Horta et al.,2014). As amostras
ressecadas cirurgicamente foram imersas em solu¢do aquosa de formalina tamponada a 10% e
encaminhados para analise histopatologica. Secgdes histologicas de 4 um foram obtidas dos
fragmentos mamarios provenientes da exérese cirurgica ou de material de necropsia de
cadelas que vieram a Obito devido ao carcinoma inflamatorio. Todas as amostras foram
processadas pela técnica rotineira de inclusdo em parafina e coradas pela técnica da
Hematoxilina-Eosina. A identificagdo do tipo histologico seguiu a classificacdo da
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) (Misdorp et al, 1999) e padronizagdo de acordo com
Cassali ef al. (2014). As cadelas foram acompanhadas por um periodo de 2 anos ou até o

momento do obito.

Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos € as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas foram
realizadas pelo teste global de Kruskal-Wallis, os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando P<0,05. Os valores de referéncia de hemograma e bioquimica da

espécie foram utilizados como controle de acordo com Kaneko et al., (1997) e Jain et al,
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(1993). Além disso, as alteragdes hematoldgicas e bioquimicas foram correlacionadas com o
estadiamento clinico e com presenga de carcinoma inflamatério. Assim sendo, trés grupos
distintos foram incluidos: Grupo 1 (G1): cadelas em estadio clinico inicial (T;,23NoMy -
N=17), Grupo 2 (G2) - cadelas em estadio clinico avangado (T1,23N;My; - N=15) e Grupo 3
(G3): cadelas que apresentaram CI (N=11).

RESULTADOS

Dados clinicos e patologicos

A idade média ao diagnostico foi aos 10,82 + 2,86 anos (minima aos 06 anos e
maxima aos 15,5 anos). A maioria (71%) ndo era castrada no momento do diagndstico e nas
demais pacientes a esterilizacdo ocorreu tardiamente, apds o terceiro cio, segundo Schneider
(1969). O tipo histologico mais frequente foi carcinoma micropapilar, seguido de carcinoma

em tumor misto e carcinoma papilar, conforme Tab. 2.

Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patologicas de cadelas com neoplasias mamadrias em estadio
inicial, avangado e CI.

VARIAVEIS GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 TOTAL
(T1,23NoMp)  (T1,23N1Mo 1) (@)
N 17(39,53%) 15 (34,88%) 11(25,58%) 43 (100%)
Idade
média + DP 8,76+ 3,34 11,94+£194 11,76+3,30 10,82 +2,86
Status reprodutivo
Castradas 0 (0%) 6(46,15%) 6 (54,55%) 12 (29,27%)
Nao castradas 17(100%) 7(53,85%) 5(45,45%) 29(70,73%)
Tipo histologico
Carcinoma Micropapilar 0 (0%) 2 (13,33%) 6 (54,55%) 8 (18,60%)
Carcinoma Sélido 0 (0%) 3 (20%) 0 (0%) 3 (6,98%)
Carcinoma lobular pleomorfico 0 (0%) 2 (13,33%) 2 (18,18%) 4 (9,30%)
Adenomioepitelioma Maligno 1 (5,88%) 1 (6,66%) 0 (%) 2 (4,65%)
Carcinoma Cribriforme 0 (0%) 0 (%) 1 (9,09%) 1(2,32%)
Carcinoma Papilar 3 (17,65%) 1 (6,67%) 2 (18,18%) 6 (13,95%)
Carcinoma em Tumor Misto 13 (76,47%) 3 (20%) 0 (%) 16 (37,21%)
Carcinossarcoma 0 (0%) 2 (13,33%) 0 (%) 2 (4,65%)
Osteossarcoma 0 (%) 1 (6,67%) 0 (%) 1(2,32%)

Os parametros hematologicos e bioquimicos de acordo com os grupos e os valores de

referéncia para a espécie estdo descritos nas Tab. 3 e 4, respectivamente. A anemia foi a



55

alteracdo hematoldgica mais frequente observada em cadelas do grupo G2 (T1,23NMy) e
grupo G3 (CI), correspondendo a 53,8% dos casos (14/26Quanto ao tipo, 71,43% (10/14) das
anemias foram classificadas como normocitica normocromica e quanto ao grau, 57,14%
(8/14) das cadelas apresentaram anemia discreta e 35,71% (5/14) anemia moderada de acordo
com os valores de VG. Observou-se nas pacientes do grupo G2 (T1,23N1My;) e grupo G3,
leucocitose neutrofilica, indicando a presenga de processo inflamatorio.

Foram observadas alteragdes bioquimicas nas enzimas ALT entre os grupos Gl
(T1,23NoMp) e G2 (T1,23N1My,1) e AST entre os grupos G1 (T1,23NoMo) e G2 (T1,23N1My 1) e
entre os grupos G1 (T1,23NoMp) e G3 (CI).

Tabela 3. Valores hematologicos de cadelas com neoplasias mamarias de acordo com o

estadiamento clinico e carcinoma inflamatorio.

X VALORES DE
PARAMETRO | GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 REFERENCIA
(T1,2,3NoMoy) (T1,23N1Mo,1) ) (unidade)
VG 43,6 +6,7 36,4 +8,7 32,5+6,3 37-55 (%)
HB 152+2,3 13,0+ 3,6 10,7 +2.,6 12 a 18 (g/dL)
HEMACIAS 6,6 0,9 55+1,4 4,8+1,0 5.5-8.5 (10%/uL)
VCM 66,6 + 5,3 66,8 + 4,4 68,4 +4.6 60-77 (fL)
CHCM 34,4 +3,1 354+27 32,824 31-36 (g/dL)
HCM 23,7 +3,1 23,624 22,4+1,7 19-24.5 (pg)
RDW 13,5+1,2 12,8 + 1,0 14,6 +23 12 a 15 (%)
LEUCOCITOS 9,1+32 18,9+9,6 258 +22,7 6-17 (x10°/uL)
TOTAIS (x10%)
NEUTROFILOS | 6761 +2490 | 15825+8677 | 21546+ 7958 3-11,5 (x10°/uL)
BASTONETES 27,1+562 | 117,4+259,0 |668,9+1710,9 0-300 (/uL)
LINFOCITOS 1423 + 895 1486 = 1006 | 1269 + 993 1-4,8 (x10°/uL)
MONOCITOS 452 +238 915+902 | 1895+ 2284 0,15-1,35 (x10°/uL)
EOSINOFILOS 443 + 346 318 £476 356 + 506 0,1-1,25 (x10°/uL)
PLAQUETAS 324 + 132 385 + 343 256 + 265 200 — 500 (x10°/puL)
(x10)

Dados expressos em média com seu respectivo desvio padrdo. VG = Volume globular, HB = Hemoglobina,
VCM = Volume corpuscular médio, CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular média, HCM =
Hemoglobina Corpuscular Média, RDW = Red Cell Distribution Width (Distribuicdo dos Globulos Vermelhos).
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Tabela 4. Valores bioquimicos de cadelas com neoplasias mamadrias de acordo com o
estadiamento clinico e carcinoma inflamatorio.

VALORES DE
PARAMETRO GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 REFERENCIA
(T1,203NoMp) | (T1,03N1My) (CI) (unidade)
ALT 558+32,1 | 175,5+229,6 74,2 + 47,4 0-110 (U/L)
AST 30,6 10,3 | 779,9 +205,7 1348,6 + 436,6 0-100 (U/L)
FA 61,7+63,2 | 39,2+262 115,0 + 1569 20-156 (U/L)
UREIA 32,8+ 8.8 42,4 +333 47,9 +52,5 20-56 (mg/dL)
CREATININA 0,9+0,2 0.83+0.27 1,21 +0,55 0.5-1.5 (mg/dL)
PROTEINAS 6,7+ 1,4 6,3 +0,8 59+1,0 5.4-7.5 (g/dL)
TOTAIS
ALBUMINA 3,0+0,5 23+05 2,6+ 0,6 2.3-3.1 (g/dL)
GLOBULINA 38+ 1,6 41+1,0 33+1,1 2.7-4.4 (g/dL)

Dados expressos em média ¢ desvio padrdo. ALT = alanina aminotransferase, AST = aspartato aminotrasnferase
e FA = fosfatase alcalina

A andlise do eritrograma demonstrou diferenga significativa nos valores das hemadcias
(P<0.001) e hemoglobina (P<0.01) entre o grupo Gl (T;,,3NoMy) e o grupo G3 (CI)
respectivamente, (Fig. 1A e 1B). Houve também diferenca significativa quando comparado os
valores de hematocrito entre o grupo G1 (T1,23NoMp) e o grupo G2 (T1,23N:1My1) e entre o

grupo G1 (T,23NoMy) e o grupo G3 (CI), respectivamente, caracterizando anemia.
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Figura 1. Boxplot de hemécias, hemoglobina e hematécrito de acordo com os grupos. As partes superior e
inferior da caixa indicam os quartis superior e inferior, respectivamente, a linha horizontal representa o valor
mediano e a linha vertical passa do valor minimo para o valor maximo; o ponto representa os valores
discrepantes. Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis.

A andlise do leucograma demonstrou diferenca significativa nos valores de leucdcitos
totais entre o grupo Gl- (T1,23NoMy) e o grupo G2- (T1,23N1Mo) (p<0,001) e entre o GI1-
(T1,23NoMo) e o grupo G3 - CI (p<0,05). Houve também diferenca significativa de neutr6filos
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segmentados entre o grupo G1- (T1,23NoMp) e o grupo G2- (T1,23N1My 1) (p<0,001) e entre os

grupos G1- (T1,23NoMy) e o grupo G3 -CI (p<0,05), caracterizando um quadro de leucocitose
neutrofilica (Fig. 2A e B).
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Figura 2. Boxplot de leucdcitos totais e segmentados de acordo com os grupos. As partes superior e inferior da
caixa indicam os quartis superior e inferior, respectivamente, a linha horizontal representa o valor mediano e a
linha vertical passa do valor minimo para o valor maximo; o ponto representa os valores discrepantes.
Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis

A analise do perfil bioquimico demonstrou diferenga significativa nos valores de ALT

entre o grupo G1 e o grupo G2 (p<0,05), AST entre o grupo G1 (T1,23NoMy) e o grupo G2
(T1,23N1Mop1) (p<0,0001) e entre o grupo GI (Ti,23NoMyp) e o grupo G3 (CI) (p<0,01) e
albumina entre o grupo G1 (T;,23NoMy) e o grupo G2 (T1,23NMy 1) (p<0,01) (Fig. 3).
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Figura 3. Boxplot de ALT, AST e albumina de acordo com os grupos. As partes superior e inferior da caixa
indicam os quartis superior e inferior, respectivamente, a linha horizontal representa o valor mediano e a linha
vertical passa do valor minimo para o valor maximo; o ponto representa os valores discrepantes. Significancia
obtida pelo teste de Kruskal-Wallis.



58
DISCUSSAO

A anemia apresentada pelas cadelas com doenca avangada (G2) e com CI (G3) era
frequente e corrobora com estudos anteriores que a associaram a progressao tumoral (Silva et
al., 2014). A anemia do tipo normocitica normocromica ¢ caracteristica de anemia da doenga
cronica ou da inflamacdo, ¢ seu mecanismo esta associado a secrecdo tumoral de citocinas
responsaveis por promover sequestro de ferro, redu¢do da meia vida das hemacias e da
secrecdo de eritropoietina (Cancado e Chiattone, 2002; Mangieri, 2009; Silva et al., 2014).

A leucocitose neutrofilica ¢ um achado comum em animais com CI, essa alteragdo
pode ser justificada pela infec¢do e processo inflamatorio presentes nas mamas caracterizados
pelo inchago, secrecdo e vermelhiddo ou por necrose associada ao tumor (Campos et al.,
2006; Childress, 2012; Ribeiro et al., 2013).

A leucocitose neutrofilica, acompanhada de niveis normais de células mononucleares,
foi considerado o mais importante achado hematologico em cdes acometidos por carcinomas
mamarios e a presen¢a de neutrdfilos no infiltrado inflamatério estd relacionado a um
progndstico ruim, uma vez que animais que apresentaram tumores maiores, metastases e
casos que evoluiram até a morte apresentaram valores mais altos desta célula (Estrela-lima et
al,. 2012). O presente estudo sugere que a animais que apresentam neoplasias mamarias em
estadiamento avancado e CI associado a leucocitose neutrofilica indicam pior prognostico,
porém, mais estudos sdo necessarios para concluir que a leucocitose neutrofilica se comporta
como fator prognostico em cadelas com neoplasias mamarias.

A Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) pode ser definida como
manifestagdo clinica da resposta inflamatoria sist€émica e decorre do desequilibrio entre
citocinas anti-inflamatdria e inflamatérias. Para ser caracterizado como SIRS o animal deve
apresentar pelo menos dois parametros clinicos alterados, dentre eles frequéncia respiratoria
acima de 20 movimentos por minuto, temperatura retal menor que 38,1°C ou maior que
39,2°C, leucécitos totais inferiores a 6 x 10*/mm?, superiores a 16x 10°/mm? ou bastonetes
superiores a 3% (Silverstein e Sanotoro-beer, 2013). Em 2016, foi descrito o primeiro caso de
SRIS em uma mulher portadora de CI e relatou-se que, tal condi¢ao dificultou o manejo da
doenca e contribuiu para o desfecho negativo do quadro (Boshier ef al., 2016). Na medicina
veterinaria, ainda ndao ha relatos associando essas duas morbidades tdo pouco seus
desdobramentos, porém, acreditamos que as cadelas com doenga avancgada, assim como CI

sdo propensas ao desenvolvimento dessa sindrome, pois nesse estudo foi visto que apresentam
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o quadro de leucocitose, no entanto os outros parametros para seu diagnoéstico ndo foram
mensurados.

Stockham e Scott (2011) afirmam que uma das causas de aumento das enzimas ALT e
AST ¢ lesdo muscular esquelética. As alteragdes de tais enzimas observadas no estudo
presente estudo podem estar relacionadas as lesdes musculares induzidas pela neoplasia na
musculatura abdominal desses animais.

Quanto a andlise da albumina, houve diferenca entre o grupo G1 e o grupo G2
caracterizando um quadro de hipoalbumineamia relativa, Além disso, por se tratar de uma
proteina de fase aguda, a albumina tende a reduzir seus niveis séricos sob estimulos
inflamatoérios (Ceron et al. 2005).

Anemia, leucocitose neutrofilica, monocitose, aumento de ALT, AST e
hipoalbuminemia foram as alteragdes hematoldgicas e bioquimicas mais frequentes
encontradas em cadelas com neoplasias mamarias em estadiamento clinico inicial, avangado e
CIL. Percebemos que essas alteracdes se tornam mais pronunciadas a medida que a doenca
evolui, ou seja, se podem se comportar como marcadores de progressdao tumoral. Essas
alteragdes sdao decorrentes de sindromes paraneoplasicas ou de efeito direito do tumor ¢ a
analise dessas alteracdes ¢ importante, pois podem representar impacto negativo sobre a
qualidade de vida, prognostico, tratamento e sobrevida das pacientes. Podemos perceber
também, que as alteragdes hematologicas e bioquimicas supracitadas sdo mais acentuadas em
cadelas que apresentam CI, o que contribui para seu pior progndstico levando esses animais a

apresentarem alteracdes sistémicas.

CONCLUSAO

Anemia, leucocitose neutrofilica, monocitose, aumento de ALT, AST e
hipoalbuminemia foram as alteragdes hematologicas e bioquimicas mais frequentes
encontradas em cadelas com neoplasias mamarias em estadiamento clinico inicial, avangado e
CI. Essas alteragdes podem se comportar como marcadores de progressdo tumoral e suas
andlises sdo importantes, pois podem representar impacto negativo sobre a qualidade de vida,

prognostico, tratamento e sobrevida das pacientes.
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8. CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, nas condigdes metodoldgicas
empregadas, podemos concluir que:

As neoplasias mamadrias caninas se disseminam sob a forma de células disseminadas
do tumor e se implantam na medula d6ssea como sitio metastitico em cadelas com
estadiamento clinico avangado e com carcinoma inflamatério de mama.

A anemia discreta do tipo normocitica normocromica hiporregenerativa, leucocitose
neutrofilica com desvio a esquerda e monocitose foram as alteragdes hematoldgicas mais
frequentes encontradas em cadelas portadoras de neoplasias mamadrias em estadiamento
clinico avangado e carcinoma inflamatorio de mama.

O aumento de AST e FA foram as alteragdes bioquimicas mais frequentes encontradas
frequentes encontradas em cadelas portadoras de neoplasias mamarias em estadiamento
clinico avangado e carcinoma inflamatorio de mama.

A presenca de CTD’s em medula 6ssea ndo foi causa das alteracdes hematologicas e

bioquimicas encontradas nas cadelas do estudo.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

As neoplasias mamarias caninas sao as neoplasias mais frequentes nas fémeas dessa
espécie, por isso representam grande importancia para a medicina veterinaria e ¢ o foco do
nosso grupo de pesquisa, assim como o carcinoma inflamatério de mama, que apesar de haver
muitos estudos a respeito ainda ¢ representa um grande desafio para o oncologista veterinario
devido a sua agressividade e baixa sobrevida relacionada.

No presente estudo encontramos células tumorais disseminadas em medula 6ssea de
cadelas com neoplasias mamarias em estadiamento clinico avangado e com carcinoma
inflamatorio de mama, nunca antes relatado na literatura veterinaria. Tendo como base a
literatura médica, podemos inferir a importancia que esse achado representa a esses animais,
uma vez que representa uma forma de disseminag@o tumoral.

A disseminacdo dessas células ocorre precocemente e elas permanecem latentes
durante todo desenvolvimento do tumor e podem sair desse estado apds longos periodos de
tempo levando ao aparecimento de focos metataticos. Os grupos analisados nesse estudo sdao
de cadelas que apresentaram metdstase, principalmente as cadelas com CIM, diante dessa
informagdo questionamos se as DTC’s encontradas poderiam ter sido responsaveis por algum
desses focos metastaticos?

Essas células apresentam valor preditivo? Os animais que apresentam CTD’s em MO
sdo candidatas a terapia complementar com drogas antiangiogénicas por um periodo maior?

As cadelas que apresentam CTD’s em MO possuem um prognodstico desfavoravel
quando comparadas as que ndo apresentam? Apresentam sobrevida menor?

Vimos também que as cadelas apresentaram alteragdes hematologicas e bioquimicas,
essas alteracdes sdo capazes de piorar o estado clinico do animal, por isso, ¢ importante que
cada paciente seja avaliado individualmente para que se estabelega uma terapia que possa
oferecer melhora em sua qualidade de vida.

A presenca dessas CTD’s em MO ou de seus produtos, podem ser responsaveis por

levar o animal a apresentar alteragdes hematologicas?
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

A presenca das CTD’s em MO de cadelas com neoplasias mamarias gera um vasto
campo a ser pesquisado. Estudos complementares, com maior numero de animais € em
estadiamentos clinicos iniciais e avangados sdo necessarios para avaliar a presenca dessas

células e associa-las com fatores prognosticos ja estabelecidos.
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Belo Horizonte, 23/11/2016.
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ANEXO B. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos proprietarios.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: "Pesquisa de células tumorais disseminadas em medula Ossea e
alteragdes hematologicas e bioquimicas em cadelas portadoras de neoplasias mamarias em
estadiamento clinico avangado e carcinoma inflamatorio de mama"

Nome da Pesquisadora: Mirid Rodrigues de Oliveira

Nome do Orientador: Geovanni Dantas Cassali

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidada(o) a autorizar a participa¢do de seu(s) animal(is) nesta
pesquisa que tem como finalidade observar alteragoes hematologicas e em medula ossea em
cadelas portadoras de neoplasias mamarias em estadiamento clinico avang¢ado.

Identificacao do(s) animal (is):

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr.(Sra.) permitira que seu animal

seja submetido a coleta de sangue para andlise de altera¢oes hematologicas e coleta de

medula ossea para pesquisa de micrometastases. O Sr.(Sra.) tem liberdade de se recusar a

participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem

qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre que quiser poderda pedir mais informagoes
sobre a pesquisa através do telefone da pesquisadora do projeto.

Riscos e desconforto: a participagdo nesta pesquisa ndo traz complicagoes legais. Os

procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentagdo

Animal.

1. Confidencialidade: todas as informagoes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

2. Beneficios: esperamos que este estudo fornega informagoes importantes sobre a evolu¢do
das neoplasias mamarias em cadelas para que se estabelecam possiveis tratamentos
voltados para o cdncer de mama na espécie canina, de forma que o conhecimento que
serd construido a partir desta pesquisa possa auxiliar na rotina da oncologia veterindria

aumentando a sobrevida dos animais com manuten¢do de sua qualidade de vida.



76

Ap0s estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar

desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Proprietario (CPF/RG)

Assinatura do Proprietario

Assinatura do Pesquisador

Data:

TELEFONES
Pesquisadora: (31) 99220-2044
Orientador: (31) 3409-2883




