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RESUMO

As neoplasias mamarias em cdes s&do extremamente relevantes na oncologia
veterinaria devido a sua alta incidéncia, diversidade histologica ou pela decorréncia
das sindromes paraneoplasicas. A presenca de discrasias hemostaticas ja foi bem
descrita em humanos e esta correlacionada ao pior prognéstico. O carcinoma
inflamatério mamario (CIM) é a apresentacgéo clinico - patologica localmente invasiva,
extremamente agressiva, com alto potencial metastatico, de curso agudo e
prognostico desfavoravel. O objetivo desse estudo foi determinar o perfil hemostatico
em caes com CIM e compara-lo ao de pacientes com carcinomas mamarios nao
inflamatorios e ao grupo de pacientes saudaveis. Participaram deste estudo 58 cées
alocadas em quatro grupos: pacientes saudaveis (CONTROLE, n=25); carcinoma
inflamatorio mamario (CIM, n=9), neoplasia mamaria sem metastase (NMSM, n=12) e
neoplasia mamaria com metastase (NMCM, n=12). Realizou-se o exame fisico
completo, com atencéo especial ao exame das glandulas mamarias, estadiamento
clinico pelo sistema TNM, hemograma, avaliagdo hemostatica, consistindo na
concentragdo de plaquetas, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa), concentragcdo de fibrinogénio, concentragdo de dimeros-d e
exame histopatologico. A concentragédo de plaquetas diferiu do controle apenas para
o grupo NMCM, que apresentou as maiores concentracgdes, ja os grupos CIM e NMSM
foram equivalentes entre si e ao CONTROLE. O TP do grupo CIM se encontra
encurtado quando comparado ao CONTROLE e as concentragdes de fibrinogénio de
dimeros d maiores, entretanto tais parametros foram estatisticamente equivalentes
aos grupos NMSM e NMCM. Para o TTPa, nos grupos CIM e NMCM ocorreu
prolongamento quando comparados ao do controle, o grupo NMSM foi equivalente
aos demais grupos. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que as neoplasias
mamarias induzem alteracbes hemostaticas, provavelmente devido a inflamacéo,
especialmente em pacientes portadores de carcinoma inflamataério.

Palavras-chaves: coagulopatias, discrasias sanguineas, hipercoagulabilidade



ABSTRACT

Mammary neoplasms in dogs are extremely important in veterinary oncology due to its
high incidence, histological diversity or as a result of paraneoplastic syndromes. The
presence of hemostatic dyscrasias has been well described in humans and is
correlated with a worse prognosis. Inflammatory mammary carcinoma (IMC) is a locally
invasive, extremely aggressive clinical-pathological presentation with a high metastatic
potential, an acute course and an unfavorable prognosis. The aim of this study was to
determine the hemostatic profile in dogs with IMC and to compare it to that of patients
with non-inflammatory mammary carcinomas and to a group of healthy patients. Fifty-
eight dogs divided into four groups participated in this study: healthy patients
(CONTROL, n=25); inflammatory mammary carcinoma (IMC, n=9), mammary
neoplasia without metastasis (NMSM, n=12) mammary neoplasia with metastasis
(NMCM, n=12). A complete physical examination was performed, with special attention
to the examination of the mammary glands, clinical staging by the TNM system, blood
count, hemostatic evaluation, consisting of platelet concentration, prothrombin time
(PT), activated partial thromboplastin time (PTT), fibrinogen concentration, d-dimer
concentration; and the histopathological examination were performed. The platelet
concentration differed from the CONTROL only for the NMCM group, which presented
the highest concentrations, whereas the CIM and NMSM groups were equivalent to
each other and to the CONTROL. The PT of the IMC group was shortened when
compared to the CONTROL and the fibrinogen concentrations and d-dimers were
greater, however such parameters were statistically equivalent to the NMSM and
NMCM groups. For PTT, in the CIM and NMCM groups there was a prolongation when
compared to the CONTROL, the NMSM group was equivalent to the other groups. The
results obtained in this study suggest that mammary neoplasia induce hemostatic
changes, probably due to inflammation, especially in patients with inflammatory
carcinoma.

Keywords: coagulophathy, hematologic dyscrasias, hypercoagulability
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1. INTRODUGAO

Os animais de estimacao, principalmente os caes, fazem parte de um numero
consideravel de lares brasileiros. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, cerca de 40% dos municipios brasileiros possuem lares com
ao menos um cado como animal de estimacao (IBGE, 2013). O maior cuidado por parte
dos tutores, bem como a evolugdo dos conhecimentos na medicina veterinaria, fez
com que a expectativa destes individuos aumentasse, bem como a prevaléncia das

doencas sistémicas crbénicas, como as neoplasias (VAIL; THAMM; LIPTAK, 2020).

Os tumores de mama s&o as neoplasias mais frequentes em cadelas, com
etiologia e apresentacdes clinicas diversas. A maioria destes tumores sdo carcinomas,
justificando a necessidade de promover o diagnéstico e adotar medidas terapéuticas
acuradas. O diagnostico da condi¢gdo, normalmente, é realizado através do exame
clinico com avaliacédo da lesdo, pesquisa de metastases e estadiamento do paciente,
além da avaliacdo do tipo histolégico e da graduacgdo histologica tumoral. O
estadiamento do paciente e a graduagéo tumoral sdo determinantes para o tratamento
e prognostico do paciente (CASSALI et al., 2020).

O carcinoma inflamatério € uma forma de manifestagdo dos carcinomas
mamarios, com presenga de intensa reacgao inflamatéria e embolizagdo tumoral nos
vasos linfaticos da derme. O paciente com carcinoma inflamat6rio mamario é um
desafio na oncologia veterinaria, visto que a entidade clinica € a mais agressiva dos
carcinomas na cadela, com rapida evolugao, altas taxas de metastase e prognostico
ruim (ALENZA; TABANERA; PENA, 2001).

O céncer em si ndo € o unico motivo de complicagdes para um paciente. A
producdo de substéncias ou agentes pela neoplasia sao, também, determinantes do
estado de saude, pois podem causar alteragdes clinicas distantes do sitio tumoral

primario ou de metastases, condigdo conhecida como sindrome paraneoplasica.



15

Dentre as principais sindromes paraneoplasicas, destacam-se as discrasias

sanguineas, como o comprometimento do sistema hemostatico (BAYLEY, 2020).

As discrasias sanguineas sao condigdes que fogem a homeostase sanguinea,
que podem ser decorrentes de alteragdes nos elementos que o constituem e em sua
qualidade. A expressao fenotipica das discrasias hemostaticas incluem-se a trombose
e a hemorragia (CHILDRESS, 2002).

Enquanto na medicina, as discrasias sanguineas associadas as neoplasias sao
consideradas determinantes do progndéstico e podem anteceder a descoberta da
neoplasia em si, na medicina veterinaria, as informagdes sobre esse estado ainda sao
insuficientes, principalmente quando relacionadas ao sistema hemostatico e, em
muitas vezes, essa avaliacdo nao € incluida nos protocolos de avaliagcdo clinica e

estadiamento do paciente oncoldgico.

Em cadelas acometidas por neoplasia mamaria, certas discrasias sanguineas
relacionadas ao sistema hemostatico ja foram identificadas (TRENTIN, 2014; de
OLIVEIRA, 2019), entretanto, até o presente momento, ha a necessidade de explorar
tal estado, principalmente no paciente com carcinoma inflamatério mamario, em que

o comprometimento hemostatico pode estar presente (MARCONATO et al., 2009).

E necessario, também, investigar se os testes hemostaticos de rotina
veterinarios utilizados, como a concentragao de plaquetas, o tempo de protrombina,
tempo de tromboplastina parcial ativada, concentragéo de fibrinogénio e os dimeros-
d podem refletir diretamente a patogenia das neoplasias sendo uma importante
ferramenta para determinar o progndstico e/ou chance de ébito do paciente com

carcinoma inflamatério mamario.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil hemostatico em cées

portadores de carcinoma inflamatério mamario através da concentracao de plaquetas,
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tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, concentracédo de
fibrinogénio e da concentragdo dos dimeros-d e compara-los ao perfil de pacientes
saudaveis e de pacientes com carcinomas mamarios nao inflamatérios com presenca

ou nao de metastase.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Fisiologia e avaliagao laboratorial do sistema hemostatico

A hemostasia consiste em uma série de processos intimamente regulados que
mantém o sangue em estado fluido nos vasos sem lesao, ao mesmo tempo que pode
formar, rapidamente, um tampao hemostatico ou coagulo no sitio de les&o vascular,
com o objetivo de prevenir e interromper sangramento e hemorragias, garantindo a
fluidez nos vasos sanguineos (VERSTEEG et al., 2013).

Os principais elementos do sistema hemostatico sdo os vasos sanguineos, as
plaquetas, os elementos do plasma, como os fatores e facilitadores da coagulagéo e
os anticoagulantes enddégenos. Além deles, diversas células, como as células
endoteliais e as préprias plaquetas, desempenham importante funcido promovendo
superficies para que as reagbdes ocorram e para o fornecimento de fatores de
crescimento e regeneracao (FERREIRA et al, 2010).

Conceitualmente, a hemostasia é dividida nas etapas de vasoconstrigao,
formagao do plug plaquetario (hemostasia primaria), formagdo do coagulo de fibrina
(hemostasia secundaria) e dissolu¢gao do coagulo ou fibrindlise (hemostasia terciaria)
(GEDDINGS; MACKMAN, 2014). Entretanto, os elementos do sistema hemostatico
sdo ativados em uma série de reacdes simultdneas em diferentes intensidades
(VERSTEEG et al., 2013).

A resposta imediata a lesdo vascular e consequente lesdo endotelial é a

vasoconstricdo para evitar a hemorragia. Entretanto, esta € uma resposta transitéria
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e mediada por substancias, como a endotelina, produzidas pelo proprio endotélio
lesionado (DAVENPORT et al., 2016).

O endotélio intacto age como uma barreira fisica que impede o contato das
plaquetas com o espago extravascular. Com a injuria vascular, ocorre a exposi¢ao de
elementos pré-coagulantes como a matriz subendotelial pro-coagulante (que inclui o
colageno, laminina e fibronectina) e ocorre a iniciagdo da ac&o plaquetaria no
processo hemostatico (VERSTEEG et al., 2013).

As plaquetas se ligam a proteinas da matriz subendotelial exposta, como o
colageno, através de moléculas de adesdo ou receptores de membrana, como as
glicoproteinas. Em vasos com alta pressao e consequente alto fluxo sanguineo, as
plaquetas precisam ser “desaceleradas” para que possam aderir firmemente a matriz
extracelular exposta, quem medeia esse processo € uma proteina plasmatica
multimérica, chamada fator de Von Willebrand (FvW). O processo de ligagéo entre a
plaqueta e o FYW é chamado de adesao plaquetaria, que desencadeia uma série de
alteragdes morfologicas nas plaquetas, que passam a estar ativadas. O processo de
ativacao envolve a liberagdo de mediadores pré-coagulantes (tromboxano, FvW, ADP,
fatores de coagulagao, calcio), elementos de reparagdo tecidual e vasoconstrigao
(serotonina), além da mudancga de formato das plaquetas por meio de um flip na sua
membrana com exposicdo da fosfatidilserina e liberacdo de microparticulas pro-
coagulantes. Todo este processo provoca recrutamento e ativagdo de mais plaquetas
ao local da lesdo endotelial. O processo de agregacgédo, que consiste na ligagcéo
plaqueta a plaqueta € mediado pelo fibrinogénio. Os processos de adesao, ativagéo e
agregacao plaquetarias formam o plug hemostatico primario, interrompendo a
hemorragia por certo tempo na lesdo endotelial (CATANI et al., 2020).

A injuria endotelial também leva a expressé&o do fator tecidual em células como
os fibroblastos e células musculares levando a ativagdo em cascata de alguns dos

elementos plasmaticos, para a formagéao da fibrina. O plug hemostatico primario ganha
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consisténcia e garante a prevengdo de hemorragias maiores com a formagao do
coagulo de fibrina (hemostasia secundaria) em uma série de reagées na chamada
cascata de coagulagdo (FERREIRA et al., 2010).

A trombina é responsavel, além de outras fungdes, pela conversdo do
fibrinogénio em fibrina. O processo de geracéo de trombina, e consequente fibrina, é
dividido nas fases de iniciacdo e amplificacdo/propagagao (HOFMAN e MONROE,
2011). A trombina medeia a sua propria producao e a ativagado de demais fatores da
coagulagao, plaquetas e elementos, inclusive da fibrindlise. Os fatores de coagulagéo
sdo proteinas produzidas principalmente pelos hepatécitos, que circulam no plasma
em sua forma ndo ativada (zimégenos), sendo alguns dependentes de calcio e da
vitamina K para assumir sua forma ativa (FERREIRA et al., 2010).

O fator tecidual (FT), € uma pequena proteina transmembrana normalmente
expressado nos fibroblastos perivasculares e nas células musculares lisas. O FT
endotelial se liga ao FVII, formando um complexo (T-FVIlla) que inicia uma série de
reagdes que culminam na geragao de trombina. O complexo FT-FVlla, juntamente ao
calcio e fosfolipidios, formam um complexo que promove a ativacdo do fator X e
fracamente leva a ativacdo do FIX. A ativacdo do FIX pelo complexo FT-FVlla &
chamada de via alternativa. O FIXa pode se difundir da superficie dos fibroblastos
para participar das etapas de propagacédo e amplificagdo da geragao de trombina
(VERSTEEG et al., 2013).

A pequena quantidade de trombina gerada pelo TF-FVIlla na fase de iniciagéo
amplifica a coagulacdo ativando o FXI, que associado aos fosfolipidios das plaquetas,
ao FVllla e ao FIXa, promovem a ativagédo do FX (FXa). A associagao do FIXa, FVllla,
fosfolipidios e do calcio é chamado de complexo tenase. Ja o FXla amplifica a ativacao
de FIX na superficie das plaquetas ativadas e na presenca de calcio em um
mecanismo de retroalimentacdo. O complexo tenase sustenta a produgao do FXa e,
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com a liberacao de fatores quimiotaticos mais plaquetas e fatores de coagulagédo s&o
atraidos para o local da lesdo (HOFMAN e MONROE, 2011).

O FXa associado ao FVa, forma um complexo denominado protrombinase,
também na presenca de fosfolipidios e calcio. O FV pode ser ativado pelo FXa ou por
proteases nao coagulantes. Na etapa de iniciagdo, o complexo protrombinase
transforma pequenas quantidades de protrombina em trombina, que s&o insuficientes
para a formagao do coagulo de fibrina, mas capazes de ativar e atrair um numero
maior de plaquetas que irdo expor os sitios para ancorar as reacdes e ampliar e
propagar a geragdo de mais trombina. Também ocorre a ativagdo de fatores de
coagulagao (FV, FVIII e FIX) nas superficies plaquetarias, caracterizando a ampliagéo
e a propagagao da geracgéo da trombina (HOFMAN e MONROE, 2011).

A propagacao da geracéo de trombina é resultado, principalmente, da acdo dos
complexos tenase e protrombinase, fazendo com que grande quantidade de
protrombina seja convertida em trombina. A trombina cliva o fibrinogénio em
mondmeros de fibrina, que se polimerizam por agao do FXllla promovendo a formacgao
de um coagulo de fibrina resistente. Esta sequéncia € conhecida como hemostasia
secundaria e consolida o tamp&o plaquetario inicial em um coagulo estavel (HOFMAN
e MONROE, 2001).

Depois de ativada, a cascata de coagulacao deve ficar restrita ao local da lesao
para prevenir a coagulagao inadequada e nao localizada, potencialmente perigosa por
dificultar a perfusdo tecidual. Todo o processo deve se dar em locais com exposi¢ao
de fosfolipidios além de ser controlada por quatro principais anticoagulantes: a
antitrombina, a proteina C, a proteina S e o inibidor da via do fator tecidual
(VERSTEEG et al., 2013).

A antitrombina é uma proteina produzida pelo figado sendo um importante

anticoagulante endogeno, além de inibir a trombina também inibe a maioria dos
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fatores de coagulagao ativados. Ja as proteinas C e proteina S, tem suas formas
ativadas PCa e PSa, mediante a ligagdo da trombina a trombomodulina (receptor das
células endoteliais) e atuam inibindo o FVllla e FVa, diminuindo significativamente a
producgéo de trombina. O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) inibe diretamente o
complexo fator tecidual-fator Vlla e o fator Xa (VERSTEEG et al., 2013).

Ao mesmo tempo que o coagulo esta sendo construido, ocorre a ativagdo da
cascata fibrinolitica visando moderar a localizagdo e o tamanho do coagulo. Quando
o endotélio esta regenerado, a mesma cascata é responsavel pela degradagao do
coagulo. As células endoteliais sintetizam o ativador de plasminogénio do tipo tecidual
(t-PA), que cliva o plasminogénio (proteina plasmatica) em sua forma ativa, a
plasmina. A fibrindlise é realizada principalmente pela plasmina, que quebra a fibrina
e interfere em sua polimerizagao. A quebra da fibrina gera os produtos de degradagéo
da fibrina (PDFs), dentre eles os dimeros-d. Os dimeros-d sdo produtos apenas da
fibrina cruzada, produzida pelo FXllla. As células endoteliais também modulam o
equilibrio entre coagulagdo e anticoagulagao, expressando elementos que atuam em
vias pro-coagulantes como os inibidores do ativador de plasminogénio (PAls) que
bloqueiam a fibrindlise e expressam receptores para a promog¢ao da anticoagulagao
como a trombomodulina (VERSTEEG et al., 2013).

Os disturbios hemostaticos representam um importante desafio para o médico
veterinario tanto a nivel de diagnostico quanto de terapia devido a grande rapidez que
as alteragcbes ocorrem hemodinamicamente (LANGHORN et al.,, 2019). Dentre as
indicacbes para a avalicdo hemostatica, estdo os pacientes que apresentam doenca
que sabidamente compromete o sistema hemostatico mesmo que estes nao
apresentem sinais clinicos (STOCKHAM; SCOTT, 2008) como € o caso das
neoplasias.

A avaliagdo hemostatica do paciente veterinario € normalmente realizada

através da avaliacao clinica, pelos testes de concentracdo de plaquetas, tempo de
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protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), concentragdo de
fibrinogénio e concentragédo dos dimeros-d (SAAVEDRA et al, 2011).

A maioria dos testes utilizados na rotina clinica foram delineados para a
avaliacdo e diagnodstico dos estados de hipocoagulabilidade, como, por exemplo os
ensaios tradicionais de coagulagdo baseados em plasma, como o TP e o TTPa que
refletem apenas o inicio da formagéao da fibrina. Além disso, TP e TTPa prolongados
nao necessariamente se correlacionam com o risco de sangramento (FERREIRA et
al., 2010).

As alteracbes hemostaticas, relacionadas ao potencial pré-tromboético, no
paciente oncoldgico veterinario sdo pouco documentadas pela deficiéncia de métodos
acessiveis ao diagndstico da condi¢cdo e por, muitas vezes, o tromboembolismo ser
uma doenga de sinais clinicos muito inespecificos. O diagndstico da trombose, quando
realizado, ocorre durante a necropsia (ANDREASEN et al., 2012).

A coagulagao intravascular disseminada (CIVD) é uma sindrome adquirida
decorrente da ativagdo excessiva do sistema hemostatico, trata-se de uma condigéo
clinica devastadora caracterizada pela perda do controle local do sistema hemostatico
em resposta a lesdo celular sustentada e sistémica (TOH; ALHAMDI, 2013). E uma
condigao relativamente comum nos pacientes oncoldgicos (CHILDRESS, 2002) e que
da mesma forma que as condigbes de hipercoagulabilidade é subdiagnosticada
(MARUYAMA et al., 2004).

2.2 Neoplasias Mamarias em cadelas

Os tumores de mama sio as neoplasias mais frequentes em cadelas sendo um
importante desafio na medicina veterinaria (CASSALI et al., 2020). A incidéncia dos
tumores mamarios varia dependendo da populagdo estudada, podendo ser

relacionada a idade, a exposi¢ao hormonal, a raga e, com menor contribuicdo, podem
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ser citados, a dieta e o escore corporal do paciente. Em cdes, a incidéncia é
diretamente relacionada a ovariectomia ou ovariohisterectomia e a idade em que a
mesma é realizada (SORENMO; WORLEY; ZAPULLI, 2020).

As neoplasias mamarias sdo normalmente detectadas pelo exame clinico de
rotina, apresentando-se como nddulos unicos ou multiplos, que podem acometer uma
ou ambas as cadeias mamarias, estes podem ter tamanho variavel e estar aderidos
ou moveis (SORENMO et al., 2011). As glandulas mamarias abdominais caudais e
inguinais sdo geralmente as mais acometidas, provavelmente pela maior quantidade
de parénquima mamario presente (SORENMO et al., 2011; CASSALI et al., 2014).

A presenca de sinais sistémicos € variavel. A maioria dos caes com tumores
mamarios sao sistemicamente saudaveis. O agravamento da condig&o ocorre quando
ha metastase e sinais clinicos importantes como caquexia, dificuldade respiratoria,
ulceracdo da epiderme, com consequente inflamagdo e possivel infecgéo
(GOLDSCHIMIDT; PENA; ZAPPULLI, 2017) e a ocorréncia de sindromes
paraneoplasicas (de OLIVEIRA, 2019; TRENTIN, 2014).

Os sitios metastaticos distantes podem incluir linfonodos regionais e distantes,
figado, pulmdes, ossos (SORENMO; WORLEY; ZAPULLI, 2020) e medula 6ssea
(OLIVEIRA et al., 2020). A investigagdo de metastases no paciente antes do inicio da
terapia € recomendada, uma vez que cdes com metastase podem nao ser
beneficiados pelo procedimento cirurgico e a sobrevida desses pacientes é
significativamente menor se comparada a dos pacientes sem metastase. A pesquisa
de metastases inclui, além da palpacao e exames de citologia e ou histopatologia de
linfonodos, exame radiografico da cavidade toracica nas projegdes latero-lateral
esquerda e direita e ventro-dorsal, além da ultrassonografia abdominal (CASSALI et
al. 2020).
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Os pacientes com tumores mamarios sao estadiados de acordo com o sistema
TNM, onde T avalia o tamanho do tumor primario, N o envolvimento de linfonodos
regionais e M a presenga de metastases a distancia, conforme indica o Quadro 1. O
estadiamento proposto pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) € uma adaptacéo
do sistema de estadiamento tumoral de humanos do American Joint Committee on
Cancer Staging Manual (2010) e vem sendo adaptado para uso para caes com

tumores epiteliais (ndo-inflamataorios).

Quadro 1. Sistema de estadiamento clinico para tumores mamarios caninos de acordo com

o sistema TNM estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude.

Estadiamento Tamanho Linfonodos regionais Metastases distantes
| T4 No Mo
| T2 No Mo
1} T3 No Mo
v T1, T2, Tze CIM N1 Mo
\"/ T1, T2, T3 No,1 Mo

T: tamanho do tumor primario; em que T1 < 3,0cm de didmetro, T2: entre 3,0 e 5,0 cm de didmetro,
T3 > 5,0cm de didmetro. N: envolvimento de linfonodos regionais; em que N,: sem evidencia de
metastases, N,: linfonodos regionais envolvidos. M: metastases em 6rgaos distantes; onde M;: sem
evidencias de metastases a distancia, M, :presenca de metastases em o6rgdos distantes ou

linfonodos que ndo drenam as cadeias mamarias. CIM: Carcinoma Inflamatério Mamario. (Adaptado
de OWEN, 1980).

Essas categorias determinam o prognéstico do paciente (SORENMO;
WORLEY; ZAPULLI, 2020). Embora nao definidos pela OMS como parametros de
estadiamento do paciente com tumor de mama, os exames complementares, como
hemograma, urinalise, avaliagao de bioquimica sérica e avaliagdo hemostatica podem
refletir o estado geral de saude do paciente e direcionar a atengdo aos achados que
podem alterar significativamente o curso da doenga (BAYLEY, 2020). O
comprometimento hemostatico € uma importante sindrome paraneoplasica (BAYLEY,
2020), sendo tromboembolismo venoso (TEV), tromboembolismo pulmonar (TEP) e a
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CIVD manifestagdes que podem acometer caes com neoplasias (CHILDRES, 2002;
de MEIS e LEVY, 2007).

Outro exame complementar de extrema importancia € a classificacdao do
subtipo histologico e graduagdo tumorais. Alguns subtipos histologicos apresentam
maior agressividade sendo determinantes para a conduta terapéutica e
consequentemente para o prognodstico destes pacientes. Além da classificagdo em
subtipos histologicos, os tumores mamarios devem receber uma pontuagao durante o
exame histologico de acordo com caracteristicas morfoldégicas para a graduagéo
tumoral. Dentre estas caracteristicas pontua-se a formagao de tubulos, polimorfismo
nuclear e numero de mitoses por campo e com base na pontuacao total, determina-
se o grau do tumor em Grau | (Baixo Grau) tumor bem diferenciado, Grau Il
(Intermediario) moderadamente diferenciado e Grau Ill (Alto Grau) pouco diferenciado
(SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

Normalmente, o tratamento do cancer de mama na espécie canina é baseado
na remoc¢ao do tumor e da cadeia mamaria. A associacdo a quimioterapia depende
do estadiamento do paciente, sendo indicada normalmente para os casos mais
avangados, e depende dos subtipos e grau histologicos (SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013).

2.2.Carcinoma inflamatorio mamario

Os carcinomas inflamatérios mamarios (CIM) representam um subconjunto
clinicamente importante de tumores em cées. O CIM é caracterizado como uma
sindrome que envolve o rapido crescimento tumoral em regido de glandulas mamarias
associado a inflamagao intensa na pele devido a invasao dos vasos linfaticos da
derme (ALENZA; TABANERA, PENA, 2001). A entidade é um dos maiores desafios
na oncologia veterinaria por sua rapida evolugédo, altas taxas de metastase e
prognostico ruim (PENA et al., 2003; RIBEIRO; ESTRELA- LIMA; CASSALI, 2018).
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Embora ndo estabelecida, a etiologia do CIM pode estar relacionada a
influéncias hormonais, como a fase lutea do ciclo estral ou ao uso de progestagenos
e alteracdes genéticas (PENA et al., 2003). O CIM apresenta uma incidéncia média
de 7,6% de casos dentre as cadelas que apresentam neoplasias mamarias malignas
(ALENZA; TABANERA, PENA, 2001).

Existem duas formas de apresentacdo do CIM: primaria e secundaria. O CIM
primario acomete animais sem historico prévio de neoplasia mamaria e a leséo ja
apresenta as caracteristicas inflamatorias. Ja no secundario, o desenvolvimento de
sinais clinicos do CIM ocorre em recidivas apods cirurgias para exérese de neoplasias
mamarias (PENA et al., 2003).

A condig¢ao é identificada pelo exame clinico. As pacientes apresentam, de
forma subita, o crescimento ao longo da cadeia mamaria da lesdo em placa, extensa,
nao delimitada, associada a sinais de inflamagao (dor, eritema, hipertermia, edema)
na derme ou epiderme e por vezes, a presencga de ulceragdo. A neoplasia mamaria
pode ser detectavel ou ndo (ALENZA; TABANERA, PENA, 2001).

Os principais sinais clinicos associados ao CIM incluem sinais de dor
envolvendo a regido mamaria, axilas, virilha e face interna da parte proximal dos
membros, juntamente com edema e sinais de alteragdes inflamatorias. A presenga de
apatia, fraqueza, anorexia também é relatada (ALENZA; TABANERA, PENA, 2001).

A embolizagdo das células da neoplasia nos vasos linfaticos da derme e
consequente interrupgcdo da drenagem linfatica da origem ao significativo edema e
inflamagéo presentes nestes pacientes (BARRENO et al., 2019). Caes afetados
podem ser diagnosticados erroneamente como tendo mastite ou dermatite grave ja
que a regido acometida apresenta sinais de inflamagdo (RIBEIRO; ESTRELA- LIMA;
CASSALLI, 2017).
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Para sustentar o proprio crescimento e de metastases, as células neoplasicas
precisam de oxigénio e nutrientes e, portanto, usam de mecanismos adaptativos que
promovem a angiogénse, linfagiotropismo e, até mesmo, mimetizam vasos
sanguineos normais (BARRENO et al., 2019). No caso do CIM, a maquinaria celular
€ mais bem adaptada para utilizar esses mecanismos, e por conta disso ha uma maior
chance de proliferagdo, crescimento, disseminagdo e metastase (RIBEIRO;
ESTRELA- LIMA; CASSALI, 2017).

Assim como as metastases dos carcinomas mamarios nao inflamatoérios,
metastases do CIM podem ocorrer em linfonodos regionais, tecido adiposo e
muscular; e de forma distante, em pulmao, coragéo, utero, vesicula urinaria (ALENZA,;
TABANERA, PENA, 2001) e medula éssea (de OLIVEIRA, 2020).

A confirmacéo do diagnostico é realizada através do exame histopatoldgico,
com a presenga de émbolos, de origem epitelial, neoplasicos nos vasos linfaticos da
derme. A presenca de envolvimento linfatico na derme, chamado embolia, na
auséncia de caracteristicas clinicas do carcinoma inflamatorio, classifica a condigao
como carcinoma inflamatério oculto (PEREZ-ALENZA et al., 2001). O CIM esta
associado a carcinomas mamarios de alto grau, tipos histolégicos pouco diferenciados
e de pior prognéstico (PEREZ-ALENZA et al., 2001; PENA et al., 2003, de OLIVEIRA,
2020).

Além do envolvimento loco-regional extenso, alguns caes com CIM tem sinais
de doenca sistémica (SORENMO; WORLEY; ZAPULI, 2020) como disturbios
hemostaticos. Coagulopatias podem estar presentes em cerca de 20% dos pacientes
com CIM refletindo em menor sobrevida (odds ratio 0.28) (MARCONATO et al., 2009).

O tratamento cirurgico é contraindicado em animais que apresentam CIM
devido ao elevado risco de disseminacdo tumoral, desenvolvimento de sindromes
paraneoplasicas, como a coagulagdo intravascular disseminada (CIVD), e a
dificuldade para a obtengdo de margens livres (MARCONATO et al., 2009). Para
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promover melhoria da qualidade de vida do paciente indicam-se terapias paliativas
com analgésicos que promovam o controle efetivo da dor associada e anti-
inflamatorios ndo esteroidais, como os coxibes, inibidores seletivos de COX-2, e
terapias alvo (ALONSO-MIGUEL et al., 2021).

2.3.Hemostasia no paciente oncolégico

A neoplasia afeta o funcionamento do sistema hemostatico da mesma forma
que o sistema hemostatico interfere na evolugdo da neoplasia. Essa relacdo é
reconhecida desde o século XIX, quando Armand Trousseau descreveu a presenca
de trombose em pacientes com neoplasias ainda n&o diagnosticadas (FALANGA,;
MARCHETT]I; VIGNOLI, 2013).

As alteragdes hemostaticas decorrentes do processo neoplasico incluem
tendéncias hemorragicas e principalmente tromboéticas (FALANGA; MARCHETTI;
VIGNOLI, 2013). Essas alteragbes em pacientes oncologicos humanos ja sdo bem
estabelecidas e a avaligdo e o manejo do sistema hemostatico nesses pacientes é um
importante determinante na evolugdo. Dentre as causas de mortalidade precoce nos
pacientes com cancer iniciando a quimioterapia, o tromboembolismo se destaca
(KHORANA, 2012). Entretanto, os quadros de hipercoagulabilidade e trombose séo
dificilmente diagnosticados na medicina veterinaria (ANDREASEN et al., 2012).

A principal manifestagcao do desequilibrio hemostatico em pacientes humanos
€ o desenvolvimento da trombose. A etiologia & multifatorial e, de certa forma, ainda
ha muito a se esclarecer. O desenvolvimento da trombose ja foi associado aos fatores
da neoplasia como local, tipo histolégico, graduagao e tempo de evolugdo, também
relacionados ao tratamento incluindo procedimentos cirurgicos, uso de cateteres, a
hospitalizagdo, uso de quimioterapicos, medicamentos anti-angiogénicos e o uso de
hemocomponentes, além de fatores relacionados ao paciente como idade, etnia e
comorbidades e, por fim, aos biomarcadores. Dentre os biomarcadores listados,
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alguns parametros como concentracdo de plaquetas, concentragdo de leucdcitos,
expressao de FT, concentracdo de dimeros-d, expressao de P-selectina e o potencial
de geracdo de trombina sdo imprescindiveis para a determinacdo de risco de
trombose nestes pacientes (KHORANA, 2012).

A integridade endotelial, as mudang¢as hemodinamicas e a hipercoagulabilidade
sdo os elementos da triade de Virchow, que predispde a formag¢ao do trombo e podem
estar comprometidos no paciente oncolégico (NASSER; FOX; AGBARYA, 2020),
sendo evidente a perturbagdo hemostatica nos pacientes oncoldgicos veterinarios em
decorréncia de efeitos diretos do tumor e de substancias produzidas pela neoplasia
(CHILDRESS, 2012).

A presenca do tumor sdélido em um volume significativo pode levar a
compresséo de vasos sanguineos (CASSALI et al., 2020) resultando em alteragdes
de fluxo sanguineo e consequente disfungao endotelial (NASSER; FOX; AGBARYA,
2020). Estudos mais recentes justificando essa casualidade em animais domésticos
sdo ausentes, entretanto a indugdo da oclusdo da veia cava ou da aorta em caes
resultou em formagao de coagulo em poucos minutos (FAREED et al., 1985). Esse
efeito pode ser agravado pelo decubito, frequentemente visto que nos pacientes com
CIM que apresentam debilidade significativa por conta de dor, anorexia, fraqueza
(ALENZA; TABANERA, PENA, 2001).

A integridade endotelial também & comprometida nos vasos da neoplasia. Os
vasos do tumor sdo anormais por conta de defeitos em todas as estruturas vasculares:
o endotélio, os pericitos e a membrana basal. Mais especificamente, relacionado ao
endotélio, a disfungdo pode ser decorrente da monocamada endotelial defeituosa,
visto que as células neoplasicas ndo sdo uniformes e ocorre a formacao de gaps
fazendo com que o endotélio deixe de agir como barreira entre o meio extra e
intravascular e seja mais fragil. Os vasos da neoplasia, também, podem ter pequenas

projecdes que formam “vasos andémalos” dentro dos proprios vasos, pra promover
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invasao e metastase e como consequéncia podem causar comprometimento da
oxigenagao na regido e amplificar a lesdo endotelial (DUDLEY, 2012). Em murinos, o
comprometimento endotelial, identificado pela ruptura do glicocalix, inflamagéo
endotelial e aumento da permeabilidade endotelial, foi um evento importante para a
metastase de cancer de mama na forma precoce e tardia, com alteragdes
hemostaticas significativas (SURAJ et al., 2019).

O endotélio disfuncional também pode expressar elementos pré-coagulantes
sendo a expressao de FT importante no comprometimento hemostatico do paciente
oncolégico. A expressdo constitutiva de FT, foi observada de forma significativa em
culturas celulares de carcinomas mamarios e pulmonares em cdes e em
microparticulas com capacidade de gerar trombina via ativagdo do FX, mesmo na
auséncia do FVlla (STOCKOL et al., 2011). Também se observou, a expressado de FT
nas ceélulas luminais da neoplasia mamaria em caes. Nao houve correlagao entre a
graduagédo do tumor e a expressao de FT. Contudo, associagao significativa entre a
expressdo de FT e antitrombina e plasminogénio foi observada. Como também, a
expressdo significativa de FT em um dos casos com metastase em linfonodo de
carcinoma mamario anaplasico em que o paciente desenvolveu CIVD (ANDREASEN
et at., 2016).

No caso do CIM, a angiogénese exacerbada e a mimica vasculogénica,
mediadas, em parte pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), sdo
importantes alteragdes endoteliais observadas, visto que s células neoplasicas podem
se comportar morfologicamente como células endoteliais e expressar elementos pro-
coagulantes como os corpusculos de Weibel- Palade que contém FvW e o proprio FT.
Assim o potencial de ativar o sistema hemostatico destes pacientes esta exacerbado
pela expressao destes elementos pro-coagulantes (BARRENO et al., 2019).

Além da expressédo de FT pelas células neoplasicas, fragmentos celulares

chamados microvesiculas ou microparticulas (MPs) também podem expressar FT e
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exercer atividade pro-coagulante (STOCKOL et al., 2011; KOBAYASI et al., 2019). As
MPs sao vesiculas pequenas (0,1-1,0 ym de didametro) originadas durante a ativagao
ou dano celular com capacidade para expressar diferentes proteinas, fosfolipidios e
até mesmo acidos nucleares, podendo agir como mediadores em diversas condi¢des
patologicas (CREMER et al., 2018). Destacam-se neste contexto as MPs oriundas de
plaquetas, que sdo capazes de expressar fosfolipides e consequentemente
potencializando o desequilibrio hemostatico destes pacientes, além de promover
crescimento e metastase da neoplasia (TOTH et al., 2008).

Culturas celulares de neoplasia mamaria apresentaram, além do FT na
superficie das ceélulas, MPs com atividade pré-coagulante associadas ao FT. No
estudo, também foram avaliados cdes com outras neoplasias malignas e, embora, n&o
tenha sido observada diferenga significativa na atividade pré-coagulante plasmatica
entre o grupo com e sem CIVD, a atividade pro-coagulante do FT no plasma foi
notavelmente maior em trés dos cinco cdes com CIVD (KOBAYASI et al., 2019).

O fator pro-coagulante do cancer € uma protease correlacionada a vitamina K,
expressa exclusivamente nas células da neoplasia, capaz de ativar diretamente o FX
sem a necessidade de formar o complexo protrombinase. Além do fator pro-
coagulante do cancer, polifosfatos e material nuclear liberados das células da
neoplasia devido a sua fragilidade, e mucinas produzidas podem ativar a via induzida
por contato via FXII (NICKEL et al., 2015).

Nao apenas o endotélio € comprometido por esses elementos produzidos ou
relacionados a neoplasia mamaria, mas ha uma relagcdo muito evidente, porém, néo
completamente entendida, entre as plaquetas e a neoplasia. Caes com neoplasia
mamaria podem apresentar trombocitose (DUDA 2017; de OLIVEIRA, 2019) sem
correlagdo com o estadiamento dos pacientes (de OLIVEIRA, 2019) ou
trombonormocitemia (TRENTIN, 2014; de OLIVEIRA, 2018), que pode estar
associada a hiper-reatividade plaquetaria (TRENTIN, 2014). Avaliando o CIM, de
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Oliveira (2018) observou animais trombonormocitémicos e estatisticamente

semelhantes aos pacientes com ou sem metastase.

A interagdo das células da neoplasia e plaquetas tem sido demonstrada na
progressdo do cancer, incluindo crescimento tumoral, angiogénese, metastase e na
trombose associada ao cancer. Dentre os mecanismos que justificam essa correlagéo
sdo citados: a protegao plaquetaria nas células tumorais disseminadas (CTDs) de
eventos mecanicos e do sistema imune do hospedeiro, presenca de fatores soluveis
derivados das plaquetas que promovem a metastase, a hiper-reatividade plaquetaria
provocadas pelas células da neoplasia e trombocitose induzida pelo cancer (SYLMAN
et al., 2017).

Esta interacdo € um pouco melhor esclarecida na medicina humana, visto que
em pacientes com tumores a concentragao de plaquetas € uma excelente ferramenta
para o estabelecimento do prognostico da doenga, sendo os pacientes com
neoplasias solidas malignas e com trombocitose os que apresentaram maior chance

de desenvolvimento de metastase e menor sobrevida (BUERGY et al., 2012).

Os mecanismos que justificam a variabilidade na concentragdo de plaquetas
nos pacientes com neoplasia mamaria e, em especial, no CIM pode incluir
trombocitose reacional a inflamacéo, visto que pacientes com CIM sao pacientes com
evidéncias clinicas e laboratoriais significativas de inflamacgao, a metastase pulmonar
pode alterar o microambiente medular e levar ao aumento da producéo de plaquetas
nesse sitio (de OLIVEIRA, 2020). Ja, o consumo plaquetario em processos
hemostaticos (disseminados ou ndo) (MARCONATO et al., 2009), a mieloftise (de
OLIVEIRA, 2018) e possivelmente nos mecanismos adaptativos da neoplasia para
protecdo de eventos mecanicos e imunes (SYLMAN et al 2017), podem cursar com
trombocitopenia.
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Algumas anormalidades hemostaticas ja foram bem caracterizadas no
carcinoma mamario nao inflamatério na espécie canina, entre elas
hiperfibrinogenemia (STOCKHAUS et al.,, 1999; TRENTIN, 2014; DUDA, 2017; de
OLIVEIRA, 2019), prolongamento do TP (STOCKHAUS et al., 1999; TRENTIN, 2014),
prolongamento do TTPa em pacientes em estadio lll e IV (STOCKHAUS et al., 1999)
e do TT (DUDA et al., 2017). O prolongamento dos tempos de coagulagéo se da
guando mais de 70% de um ou mais fatores correlacionados a via foram consumidos
ou apresentam anormalidades (STOCKHAM e SCOTT, 2008), assim os tempos de
coagulagdo apresentam uma sensibilidade diagnostica satisfatoria apenas para os
quadros de hipocoagulabilidade moderada a intensa.

Os pacientes portadores de CIM expressam moléculas pro-coagulantes e ha
uma forte associacdo inflamatoria que poderia potencializar as alteragdes
hemostaticas (DUDA, 2017), quando ha um consumo dos fatores de coagulagao
ocorre o prolongamento destes tempos, refletindo uma fase tardia de
comprometimento da hemostasia. A presenga de coagulopatia em cadelas com CIM
mostrou-se um importante fator progndstico. Em 43 cadelas avaliadas com carcinoma
inflamatdrio, das quais em 29 foi realizado a avaliagdo hemostatica, as alteragdes
foram observadas em seis pacientes (21%) e trés destes apresentavam metastase
distante. Essas seis pacientes também apresentaram tempo de sobrevida
significativamente mais curto em relagdo as demais (MARCONATO, 2009).

O sistema fibrinolitico também pode ser influenciado pelo microambiente
tumoral, gerando como sindrome paraneoplasica o estado de hiperfibrindlise. Ja
houve o relato de neoplasias capazes de produzir o ativador do plasminogénio do tipo
tecidual e o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA) (DANO et al., 2005).

Os multiplos potenciais ativadores do sistema hemostatico, ja citados, com
potencial para desequilibrar o sistema e promover a CIVD no paciente com CIM sao

evidentes. A CIVD é uma sindrome secundaria caracterizada pela perda dos
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mecanismos que regulam o sistema hemostatico. Inicialmente, os mecanismos
regulatorios dos inibidores, s&do capazes de conter as alteragcbes hemostaticas de
forma local. Entretanto, quando a ativagao exacerbada da hemostasia se propaga os
mecanismos reguladores ficam sobrecarregados e ocorre a evolugdo para a fase
descompensada ou evidente da CIVD, com formagao de trombos em varios locais e,
em ultima instancia, consumo dos elementos do sistema hemostatico, prolongamento

dos tempos de coagulacao e estabelecimento do quadro hemorragico (LEVI, 2009).

O estudo das alteragbes hemostaticas em pacientes oncoldgicos € desafiador,
principalmente quanto ao diagnostico do estado pro-trombdético ou de
hipercoagulabilidade, que aparentemente € o mais prevalente nos pacientes com
neoplasias mamarias (DUDA 2017; TRENTIN, 2014; de OLIVEIRA, 2019).

Os testes de coagulagéo raramente sdo solicitados pelo médico veterinario na
rotina clinica, mesmo tendo em vista o potencial trombético nas diversas doengas que
acometem os pacientes, em especial as neoplasias. Soma-se a esse fato, a limitagao
analitica dos principais testes utilizados para a deteccdo do estado de
hipercoagulabilidade e de sua manifestacdo clinica que é o tromboembolismo,
tornando dificil a identificacdo antemortem dessas condi¢cdes (KRISTENSEN et al.,
2008).

A avalicdo hemostatica no paciente com neoplasia mamaria € de extrema
importancia visto que este é um paciente com comprometimento hemostatico
evidente. Os testes de hemostasia refletem o comprometimento sistémico causado
pela neoplasia, possibilitando a intervencao terapéutica adequada e também podem

ser utilizados como biomarcadores, direcionando a conduta clinica- oncoldgica.
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3. JUSTIFICATIVA

O carcinoma inflamatério mamario € uma importante entidade clinica em
cadelas e estudos que determinam e/ou reconhecem o perfil hemostatico destes
pacientes sdo escassos. E importante que os médicos veterinarios conhecam as
alteragbes hemostaticas relacionadas a neoplasia mamaria, principalmente as
relacionadas ao carcinoma inflamatério mamario, visando o diagnostico otimizado
para a instituicho e determinagdo da terapéutica, garantindo, assim, melhor
prognostico dos pacientes.

E necessario, também, investigar se os testes hemostaticos rotineiramente
utilizados podem refletir diretamente a patogenia e a progressao das neoplasias sendo
uma importante ferramenta para determinar o progndstico do paciente com carcinoma

inflamatoério mamario.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil hemostatico em cées
portadores de carcinoma inflamatério mamario através da concentracao de plaquetas,
tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, concentragcdo de
fibrinogénio e da concentragcdo dos dimeros-d e comparar ao perfil hemostatico de
pacientes saudaveis e de pacientes com carcinomas mamarios nao inflamatoérios com

presenca ou ndo de metastase.
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4, HIPOTESE

Pacientes com carcinoma inflamatério mamario apresentam comprometimento
hemostatico significativo e diferem dos pacientes portadores de carcinomas mamarios

nao inflamatorios.

5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo geral

Avaliar o perfil hemostatico de cadelas portadoras de carcinoma inflamatério mamario,
através dos testes de concentracdo de plaquetas, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada, concentracdo de fibrinogénio e concentragdo de
dimeros-d.

5.2.Objetivos especificos

5.2.1. Selecionar pacientes fémeas da rotina de oncologia clinica que
atendam os critérios propostos neste estudo e separa-los em
grupos: carcinoma inflamatorio, neoplasia mamaria sem metastase,
neoplasia mamaria com metastase;

5.2.2. Selecionar pacientes machos e fémeas para compor o grupo
controle (pacientes saudaveis);

5.2.3. Avaliar, de todos os animais selecionados, o perfil hemostatico;

5.2.4. Detectar nos pacientes com neoplasia mamaria o estado pré-
trombdtico utilizando as determinagcbes de plaquetas, tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada,
concentragao de fibrinogénio e da concentragao dos dimeros-
d.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Aspectos éticos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFMG sob protocolo 371/2019 (anexo 1), registrado no Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria e desenvolvido apdés anuéncia do
Hospital Veterinario da mesma instituicdo. Os tutores dos referidos pacientes
autorizaram o uso das amostras coletadas para realizacdo das avaliagdes propostas
pelo estudo mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE (anexo 2).

6.2. Populacao

Foram avaliados 58 caes (Canis lupus familiaris), com idades e ragas variadas,

alocados nos seguintes grupos:

- Grupo Pacientes Com Carcinoma Inflamatério (CIM): nove cées, fémeas

- Grupo Controle (CONTROLE): 25 caes, machos e fémeas

- Grupo Pacientes Com Neoplasia Mamaria Sem Metastase (NMSM): 12 caes, fémeas

- Grupo Pacientes Com Neoplasia Mamaria Com Metastase (NMCM): 12 caes,

fémeas.

6.3.Critérios de inclusao e exclusao

6.3.1. Critérios de inclusao no Grupo controle

Para o grupo controle (CONTROLE), foram triados cées, entre um e sete anos

de idade, fémeas (n=13) e machos (n=12), castrados, doceis, clinicamente saudaveis
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avaliados por historico, exame fisico completo (segundo protocolo do HV-UFMG),
avaliando temperatura retal, tempo de preenchimento capilar (TPC), ausculta cardiaca
e pulmonar, palpagdo dos linfonodos mandibulares, popliteos e/ou outros que
estivessem palpaveis e avaliagdo da mucosa oral e ocular. Realizou-se o0 hemograma,
avaliacdo bioquimica sérica (ureia, creatinina, alaninoaminotransferase,
aspartatoaminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil- transferase, proteina
sérica total, albumina, globulinas, amilase, colesterol total e triglicérides totais),
avaliacdo hemostatica (concentragédo de plaquetas, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada, concentracdo de fibrinogénio e concentragdo de
dimeros-d) e avaliagédo sorologica para Leishmania spp. (ELISA e RIFI), cuja titulagéo
deveria ter sido realizada em, no maximo seis meses anteriores a participagdo na

presente pesquisa.

6.3.2. Critérios de inclusao no Grupo com neoplasia mamaria

A selecéo de pacientes para os grupos de neoplasia mamaria foi realizada na
rotina do servico de Oncologia Clinica do HV- UFMG consistindo de pacientes
diagnosticados com neoplasias da glandula mamaria que foram avaliados através dos
mesmos exames clinico e laboratoriais descritos para o grupo controle. Para os
pacientes com carcinoma inflamatorio houve a parceria com uma oncologista volante
que atende na regido de Belo Horizonte para a seleg&o dos casos. Destes pacientes,
também foi realizada a pungao aspirativa por agulha fina (PAAF) dos linfonodos
inguinais e/ou axilares que drenavam a cadeia mamaria acometida, quando palpaveis.
Além de exame radiografico da cavidade toracica nas projegcbes latero-lateral
esquerda e direita e ventro-dorsal, também foi realizada ultrassonografia abdominal
para a pesquisa de metastase. Os pacientes foram estadiados de acordo com a
classificagdo TNM estabelecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Apds as
avaliagdes supracitadas os pacientes foram realocados em dois subgrupos: NMSM
(estadios |, Il e 1ll) e NMCM (estadios IV e V). O exame histopatoldgico foi realizado

nas pecas excisadas durantes a mastectomia, para os pacientes em que o
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procedimento era indicado, e em caso de localizagdo dos linfonodos regionais a

avaliacao histopatologica era realizada em ambos os 6rgéos.

6.3.3. Critérios de inclusao no Grupo com carcinoma inflamatério

mamario

Foram incluidas no grupo carcinoma inflamatério (CIM) as pacientes que
apresentaram caracteristicas clinicas durante a avaliagao clinica, como a presenca de
sinais de inflamacdo associados a neoplasia mamaria ou com confirmagao de

embolismo tumoral nos vasos linfaticos da derme no exame de histopatologia.

6.3.4. Critérios de exclusao do grupo controle

Foram excluidos do grupo CONTROLE os animais que apresentaram
alteracbes nos parametros de avaliacdo citados anteriormente. Também foram
excluidos pacientes em que as amostras ndo estivessem adequadas, segundo os
critérios de rejeigdo do Laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da
UFMG.

6.3.5. Critérios de exclusao dos grupos com neoplasia mamaria

com e sem metastase e grupo carcinoma inflamatério

Foram excluidos pacientes que apresentaram neoplasia mamaria associada a
qualgquer comorbidade que pudesse comprometer o sistema hemostatico. Também,
foram excluidos pacientes em curso de tratamento com medicamentos que
alterassem a funcdo hemostatica (anti-inflamatérios ndo esteroides, antifibrinolicos,
corticosteroides e outros). Também foram excluidos pacientes em que as amostras
nao estivessem adequadas, segundo os critérios de rejeicdo do Laboratério de

Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG.
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6.4. Tempos de coletas

As coletas das amostras de sangue foram realizadas pontualmente, sempre
apés as avaliagdes durante as consultas clinicas e antes da realizacdo de

intervengdes terapéuticas e/ou cirurgicas.

6.5.Procedimentos

6.5.1. Coletas de sangue venoso

Para as analises foi realizada a coleta de sangue da veia jugular externa, com
dispositivo a vacuo em tubos apropriados da marca Sarstedi® (Numbrecht,
Alemanha). O primeiro tubo preenchido foi o tubo com ativador de coagulo para
obtengdo de soro e avaliagado bioquimica, seguido pelos tubos contendo citrato de
sédio a 3,8% para a avaliacdo hemostatica e por fim o tubo com acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA-10%), como é preconizado pela Clinical & Laboratories Standards
Institute (CLSI). As coletas eram realizadas respeitando-se a proporgdo entre
anticoagulante e amostra, evitando-se tempo prolongado de garrote e apés adequada
antissepsia.

6.5.2. Hemograma

Para a realizagdo de hemograma até 1,5 mL de sangue venoso foram
acondicionados em tubo com EDTA 10% Sarstedt® (Numbrecht, Alemanha)
proporcionais ao volume de amostra. A amostra foi processada em, no maximo, 30
minutos apds a coleta. O esfregagco sanguineo foi confeccionado e corado como
preconiza o protocolo de rotina do laboratério - pandptico rapido (Laborclin®, Curitiba,
Brasil). As concentragdes de eritrocitos, leucdcitos, plaquetas e mensuragdo da
concentracdo de hemoglobina foram realizados em aparelho hematolégico por
impedancia -Icounter - Vet (Diagno®, Belo Horizonte, Brasil). O hematdcrito ou volume
globular foi mensurado pelo método do microhematocrito (JAIN, 1993). A avaliagéo
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morfoldgica celular (eritrocitos, leucdcitos e de plaquetas) e a contagem diferencial de
leucdcitos foram feitas nos esfregagos sanguineos corados. A concentragdo de
plaquetas foi conferida utilizando-se o método de Fénio adaptado, durante a avaliagao
dos esfregacos sanguineos, juntamente com a avaliagdo morfolégica das mesmas. O
volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM) foram calculados.

6.5.3. Avaliagoes de hemostasia

As avaliagbes de hemostasia foram realizadas a partir de sete mL de sangue
acondicionados em tubos de plastico com citrato de soédio a 3,8% (Sarstedt®,
Numbrecht, Alemanha) sempre respeitando a proporgao de sangue e anticoagulante

indicados.

6.5.3.1. Tempos de protrombina (TP), tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e a concentracao de fibrinogénio em
amostras de plasma pobre em plaquetas

As amostras de sangue citratadas foram centrifugadas a 2.000 rotagbes por
minuto (rpm) durante 20 minutos. Em seguida, o plasma era aliquotado em volume de
500 uL e acondicionados em microtubos de polipropileno do tipo Eppendorf. Apds
essa separagao era realizada uma nova centrifugagédo a 2.000 rotagbes por minuto
(rpm) por mais 20 minutos. O sobrenadante com volume fixado em 490 pL foi coletado
para obtengdo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e transferido para novos
microtubos em, no minimo, trés aliquotas, sendo uma destas analisada assim que

terminada a centrifugacéo e as demais congeladas a -80°C para testes futuros.

Os tempos de protrombina (TP), tromboplastina parcial ativada (TTPa) e a
concentracdo de fibrinogénio de cada paciente foram determinados utilizando
analisador de coagulagdo com sistema de deteccdo densitométrico (Clotimer ®,
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Sorocaba, Brasil) e reagentes comerciais (Quibasa - Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil)
conforme bula dos fabricantes, com realizagao de verificagdo do controle de qualidade

com plasma controle, semanalmente.

6.5.3.1. Concentragcdao dos dimeros-d em amostras de plasma

pobre em plaquetas

As mensuragdes da concentragao dos dimeros-d foram realizadas utilizando
imunoensaio de fluorescéncia para mensuragao quantitativa no equipamento ECO
Reader F (Ecodiagnédstica®, Santa Luzia, Brasil) utilizando plasma pobre em
plaquetas, conforme recomendado pelo fabricante.

6.5.4. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo software R versédo 3.5.1
(R Core Team, 2019). Em todos os testes adotou-se o nivel de significancia de 5%.

Na analise foram avaliadas todas as variaveis numeéricas dos pacientes de
todos os grupos. Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunn. Realizou-se os testes de normalidade e de
homocedasticidade para cada variavel na sua unidade original e aplicou-se a

transformacgao logaritmica quando nao houve distribuigado normal.
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Os resultados encontram-se sumarizados na tabela 1 para analise descritiva.

Para os analitos de tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial

ativada (TTPa), concentragéo de fibrinogénio e concentracdo de dimeros-d o grupo

controle foi utilizado como valor de referéncia (dados ainda n&do publicados), visto que

0 equipamento, reagentes e metodologias foram validadas para o presente estudo.

Tabela 1. Analise descritiva da concentracdo de plaquetas, tempo de protrombina, tempo de

tromboplastina parcial ativada, concentragéo de fibrinogénio e concentragao de dimeros-d no

grupo de céaes higidos (CONTROLE); grupo de cées com carcinoma inflamatério mamario

(CIM), grupo de caes com neoplasia mamaria com metastase (NMCM); grupo de caes com

neoplasia mamaria sem metastase (NMSM).

.. - Desvio . 1° . 3° Coef. Num. %
Variavel Grupo Média  p.grso  MIN qQuarti  Mediana o aril var.  Valid.  Valid.
CONTROLE 2554 62,6 143 207 254 308 25% 17 68%
Plaquetas ciM 2752  196,4 56 82 246 443 71% 9 100%
3
(x10%/pL) NMCM 4274 1987 15 313 458 514  46% 12 100%
NMSM 3438  143,6 142 212 345,5 482 42% 12 100%
CONTROLE 938 1,0 6,9 9,3 9,8 10,6 10% 25 100%
Tempo de cim 8.4 1,2 7 7,45 8,275 9,2 14% 8 89%
Protrombina
(segundos) NMCM 9,8 4,0 7.2 8,25 8,7 9,55 40% 12 100%
NMSM 8,9 1.4 6,9 7,875 9 9,75 16% 12 100%
CONTROLE 13,6 23 11 12,2 12,8 13,6 17% 25 100%
Tempo de
Tromboplastina ciM 21,8 11,9 10,85 145 15,8 30 55% 9 100%
parcial ativada NMCM 18,8 11,2 12,6 14 14,95 17,35  60% 12 100%
(segundos)
NMSM 14,7 3,9 7 12,45 14,3 17,945  26% 12 100%
CONTROLE 240,7  120,9 102 159 217 280 50% 25 100%
Fibrinogénio ciM 466,9 1874 104 376 545 612 40% 9 100%
(mg/dL) NMCM 399,3 2205 50 189,5 438 6125  55% 12 100%
NMSM 3435 118, 203 2385 336,5 4125  34% 12 100%
CONTROLE 64,6 42,9 50 50 50 50 66% 24 96%
Dimeros-d ciM 850,0 1326,6 50 100 300 800 156% 9 100%
(mg/L) NMCM 941,7 28229 50 50 100 200 300% 12 100%
NMSM 150,0  243,1 50 50 50 150 162% 12 100%

Min.: Minimo; Coef. Var.: Coeficiente de variagdo; Nim. Valid.:

numero de dados validos; % Valid.: percentual de dados validos.
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7.1.Plaquetas

Na analise da concentrac&o das plaquetas, a mediana do grupo CIM néo diferiu
da dos demais grupos estudados. Entretanto, o grupo NMCM teve maiores
concentragbes quando comparado ao grupo CONTROLE como demonstrado no

Grafico 1.

Grafico 1. Concentragao de plaquetas em caes no grupo de cades higidos- CONTROLE (n=17); grupo
de cées com carcinoma inflamatério mamario- CIM (n=9), grupo de cdes com neoplasia
mamaria com metastase- NMCM (n=12); grupo de cdes com neoplasia mamaria sem

metastase- NMSM (n=12).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (p=0,036) teste de Kruskal-Wallis. 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 se estende do valor minimo ao valor maximo. Linha em azul identifica

os valores de referéncia para a espécie 175-500 x10%/uL segundo Jain (1993).

Essa equivaléncia estatistica pode ser justificada pela grande dispersdo da
concentragédo de plaquetas (x10%/uL), principalmente nas cadelas do grupo NMCM
que apresentou quartis muito amplos (maximo de 746.000 e minimo de 15.000) e com
cinco pacientes (41,6%) fora dos intervalos de referéncia. Entretanto, observa-se que
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o grupo CIM (mediana de 246x10%/uL) apresentou um dos pacientes com
concentragéo de plaquetas (573x10%/uL), acima do intervalo de referéncia e 125,6%
superior @ mediana do grupo CONTROLE (mediana de 254x103%/uL). Segundo Jain
(1993) a concentragdo de plaquetas de caes deve ser inferior a 500x10%/uL, sendo
que contagens superiores podem predispor ao potencial trombatico.

Os mecanismos de trombocitose no paciente com CIM podem incluir a
trombocitose reativa (SYLMAN et al., 2017) ou trombocitose paraneoplasica (CATANI
et al., 2020). Em um modelo in vitro de tumor ovariano em camundongos, observou-
se que as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) podem ser expressas pelas células tumorais
e induzir a producdo hepatica de trombopoetina (TPO) levando a megacariopoese e
consequente trombocitose (STONE et al.,, 2003). Alguns tipos tumorais podem
produzir diretamente TPO, o fator estimulante de crescimento de granuldcitos e
macrofagos (G-CSF), fator de crescimento de fibroblastos (b-FGF), interleucinas 6 (IL-
6), e 1 (IL-1). As plaquetas, as MPs, e as células endoteliais da medula 6ssea também
tem capacidade de induzir a proliferagdo e diferenciagcdo dos megacariocitos
potencializando o quadro de trombocitose (PLANTUREX et al., 2018). Todos os
mecanismos apontados podem ser considerados como causa de trombocitose nos

pacientes com neoplasia mamaria deste estudo.

A trombocitose, no momento do diagndstico do cancer de mama, relacionada
ao pior prognostico em pacientes humanos (TAUCHER et al., 2003) é condizente ao
observado com as pacientes do grupo NMCM, entretanto diferindo dos pacientes do
grupo CIM. A trombocitose leva ao maior potencial de gerar complicagdes
tromboembdlicas vasculares e a baixa sobrevida em pacientes humanos com
diferentes tumores, como cancer de es6fago, cancer de bexiga, cancer de mama
inflamatorio e cancer epitelial de ovario (CATANI et al., 2020), e parece atuar como
simbionte a progress&o da neoplasia (PLANTUREX et al., 2018).
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Além de um maior numero de plaquetas circulantes, as trombopatias, como a
hiperagregabilidade plaquetaria, também ja foram observadas em cdes com neoplasia
mamaria (TRENTIN, 2014), sendo mais um fator importante a ser considerado no risco
trombatico no paciente portador de CIM. Alguns tipos tumorais podem levar a ativagéo
e secretar agonistas plaquetarios como o tromboxano e ativar a trombina
(PLANTUREX et al., 2018).

Da mesma forma que a trombocitose e a hiperagregabilidade plaquetaria
direcionam ao estado pro-trombético o processo inflamatério do cancer exerce
importante influéncia. As plaquetas podem ser ativadas diretamente por endotoxinas
ou por mediadores pré-inflamatérios (fator ativador de plaquetas, trombina, expresséo
de P-selectina) que possibilitam a ativagdo de mais plaquetas e leucécitos em um
mecanismo de retroalimentagdo. Além disso, neutrofilos e mondcitos ativados podem
produzir IL-6 levando a maior expressao de FT, que por sua vez desencadeia a
cascata de coagulagéo (LEVI; van der POLL, 2005).

A trombocitopenia [concentragdo de plaquetas inferior a 175 x103/uL (JAIN,
1993)], observada em 33,3% (3/9) dos pacientes do grupo CIM, € um achado
relativamente comum em pacientes veterinarios com neoplasias (CHILDRESS, 2012).
A coleta das amostras nos pacientes com CIM foi bastante dificil, o que pode justificar
a presenga de agregados plaquetarios em 55,6% dos pacientes deste grupo. A
manipulagéo dos pacientes com CIM foi, de certa forma, mais dificil em parte por conta
da dor e da inflamagdo que podem ter causado vasoconstricdo periférica, como
descreveram PENA et al., (2003), assim como também pode se dever ao

comprometimento sistémico causado pela doencga.

Além das interferéncias pré-analiticas, o proprio processo inflamatorio € um
potencializador da ativagdo plaquetaria, como ja discutido, podendo promover
pseudotrombocitopenia da inflamagdo, que também deve ser um mecanismo
considerado para estas pacientes. As plaquetas ativadas se ligam umas as outras e a
leucocitos, processo chamado satelitismo, promovendo falsas diminuicdes de
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concentracdo das mesmas e, possivel aumento em seu volume médio- VPM, visto
que um agregado plaquetario acaba sendo lido pelo equipamento como uma grande
plaqueta (LEME et al., 2006). O mecanismo pelo qual o satelitismo plaquetario ocorre
ainda ndo é bem esclarecido, especula-se que o EDTA induza a alteragdes na
membrana das plaquetas levando a ligagdo plaqueta-plaqueta e plaqueta- leucdcito
pela expressdo de epitopos autdlogos ndo reconhecidos pelo sistema imune e,
também, pela expresséo de elementos plaquetarios como a p-selectina e a liberagao
do fibrinogénio pelos granulos, apos a ativagao que induzem a agregacéao plaquetaria
e a adesao aos neutrofilos (MORSELLI et al., 1999). A ligacéo plaqueta-leucdcitos n&o
foi observada no presente estudo (dados ainda nao publicados, anexo 3), sendo os
agregados plaquetarios observados provavelmente decorrentes das limitagdes
durante a coleta das amostras.

Os mecanismos utilizados pelas células tumorais disseminadas para promover
a metastase em associacao as plaquetas podem ser considerados como uma possivel
causa de trombocitopenia nos pacientes do CIM e NMSM. O processo de agregacao
plaquetaria induzida pelo tumor, formando um aglomerado de células tumorais e
plaquetas, € um gatilho para a secrecdao de varios elementos que facilitam a
angiogénese e o crescimento tumoral (HAEMMERLE et al., 2018).

Observou-se em trés dos pacientes intensamente trombocitopénicos, dois do
grupo CIM e em um paciente do grupo NMCM, a evolugéo para o quadro de CIVD,
considerando-se os critérios propostos por Wiinberg et al. (2010). Devido a ativagéo
exacerbada e multifatorial dos elementos do sistema hemostatico no paciente com
cancer, ocorre um consumo exagerado das plaquetas e fatores de coagulagédo para
formacdo do coagulo de fibrina. De acordo com WIINBERG et al. (2008), a CIVD é
uma sindrome secundaria caracterizada pelo desequilibrio dos elementos pro-
coagulantes e anticoagulantes com perda dos mecanismos locais de controle destas
reacoes, dessa forma, rapidamente o paciente em CIVD, pode passar da fase de
hipercoagulabilidade (geracdo excessiva de fibrina) para a fase de
hipocoagulabilidade ou hemorragica.
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Embora n&o tenha sido realizado o exame citoldégico da medula 6ssea destes
pacientes, a presenga de células tumorais disseminadas (CTDs) na medula 6ssea,
como descrito por de OLIVEIRA et al. (2020) € um potencial a mieloftise e
consequente trombocitopenia. A presenca das CTDs também ja foi descrita no sangue
periférico e medula éssea de um labrador de sete anos que foi a 6bito devido a

coagulacgao intravascular disseminada (JAILLARDON et al., 2012).

Apesar de existirem poucos estudos em medicina veterinaria sobre a
correlagado entre a neoplasia e a populagao plaquetaria, € possivel que haja correlagéo
principalmente nos pacientes com doenga mais avangada e dependendo do tipo
histolégico e graduacgéo da neoplasia (de OLIVEIRA et al. 2019), como ocorreu nas

pacientes do grupo NMCM.

7.2. Tempo de Protrombina

Para o tempo de protrombina (TP), a mediana observada nas pacientes do CIM
diferiu da do grupo CONTROLE, considerando-se encurtada e foi estatisticamente
equivalente as dos grupos NMSM e NMCM. Os grupos NMSM e NMCM foram
equivalentes entre si e ao grupo controle. O TP das pacientes do grupo CIM (mediana
de 8,275 segundos) tenderam ao encurtamento (84,43% da mediana do grupo
controle), como ilustrado no Grafico 2.
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Grafico 2. Tempo de protrombina em cées, no grupo de no grupo de cées higidos- CONTROLE (n=25);
grupo de cdes com carcinoma inflamatério mamario- CIM (n=9), grupo de cdes com
neoplasia mamaria com metastase- NMCM (n=12); grupo de cdes com neoplasia mamaria
sem metastase- NMSM (n=12).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (p=0,014) teste de Kruskal-Wallis. 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 se estende do valor minimo ao valor maximo. Caixa azul: valor de

referéncia considerado do grupo CONTROLE.

O TP é um teste cronométrico, que avalia a coagulagao ativada pelo FT (fator
tecidual, tromboplastina tecidual ou Flll), chamada via extrinseca, composta pelo
FVlla, e via comum (FX, FV, FllI e fibrina). O fim do teste é dado pela formagao da
fibrina e o resultado, em segundos, desencadeada pela adigdo de calcio, fosfolipidios
e FT exdgeno ao plasma citratado do paciente (MINEO et al., 2007).

O relativo encurtamento, mais evidente nos grupos CIM e NMCM, pode estar
associado, entre outros fatores, ao processo inflamatorio decorrente da neoplasia. De
acordo com Levi e van der Poll (2005) a expressao in vivo de FT é possivelmente, em

grande parte, mediada pela IL-6.
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A expresséao constitutiva de FT ja foi também observada nas células luminais
de linhagens celulares de carcinomas nao inflamatorios mamarios em cées e também
nas microparticulas (MPs) liberadas no microambiente tumoral. Além da maior
expressédo, o FT exibido por essa linhagem celular, mostrou-se funcionalmente ativo
e sem necessidade de formar o complexo com o FVlla para ativar o FX (STOKOL et
al., 2011). Em estudo realizado por Andreasen et at. (2016), a expressao de FT foi
associada ao crescimento invasivo do tumor, o que poderia ser comparado aos
pacientes dos grupos NMCM e CIM deste estudo. Andreasen et at. (2016) relataram
ter havido expressao significativa de TF em um dos pacientes, que apresentava
metastase em linfonodo de um carcinoma mamario anaplasico, em que houve o

desenvolvimento de CIVD.

A maior expressao de FT pelas células da neoplasia e pelas MPs, associada a
maior expressao induzida pela inflamagao poderiam estar somando a um quadro de
hipercoagulabilidade conforme sugerido por Stokol et al. (2011). Embora o TP, ndo
tenha sido projetado para o diagnostico da hipercoagulabilidade, o perfilde TP e TTPa
encurtados e a concentracdo dos dimeros-d aumentada, foram anteriormente
associados a hipercoagulabilidade, detectada em 23 cées pelo método de
tromboelastometria (SONG et al., 2016).

Outro fator a ser considerado é a hiperfibrinogenemia, apresentada nos
pacientes com neoplasia mamaria, em especial nos pacientes do grupo CIM. Altas
concentragdes de fibrinogénio coincidem com encurtamento do TP e do TTPa como
também documentaram Kurata et al. (2003). Nos pacientes com doenga avangada,
CIM e NMCM, as alteragdes de TP apresentaram significado clinico e sugerem o maior
comprometimento hemostatico, possivelmente pela maior expressdo de FT
decorrente do processo inflamatério e da expressao inadequada de FT pelas células
da neoplasia e pela hiperfibrinogenemia.
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Trés pacientes (33,3%) do grupo CIM foram atendidos como encaminhamento
pos mastectomia. A les&o tecidual provocada pelo procedimento cirurgico pode ter
potencializado o desequilibrio hemostatico. Segundo Moldal et al. (2012), mesmo
procedimentos eletivos, com minimo trauma tecidual causam ativagdo hemostatica
em céaes e predispdem ao estado de hipercoagulabilidade por conta expressao de FT
pelos tecidos manipulados (STOCKOL et al., 1999). Outra possibilidade €& a
hiperfibrinogenemia consequente do processo inflamatorio, associada aos processos
de cicatrizagao (LEVI; van der POLL, 2005).

7.3. Tempo de tromboplastina parcial ativada

Para o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), as medianas dos
pacientes do grupo CIM e do grupo NMCM diferiram da do grupo CONTROLE. Ja a
mediana do grupo NMSM (14,3 segundos) foi equivalente a do grupo CONTROLE e
as dos grupos CIM e NMCM (15,8 segundos e 14,95 segundos, respectivamente). A
mediana do TTPa das pacientes do grupo CIM (15,8 segundos) foi 23,43% superior a

do grupo controle (12,8 segundos) como ilustrado no Grafico 3.



51

Grafico 3. Tempo de tromboplastina parcial ativada em caes, no grupo de caes higidos- CONTROLE
(n=25); grupo de caes com carcinoma inflamatério mamario- CIM (n=9), grupo de cdes com
neoplasia mamaria com metastase- NMCM (n=12); grupo de cdes com neoplasia mamaria
sem metastase- NMSM (n=12).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (p=0,009) teste de Kruskal-Wallis. 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 se estende do valor minimo ao valor maximo. Caixa azul: valor de

referéncia considerado do grupo CONTROLE.

Duarte et al. (2018) consideram que TP e TTPa possuam sensibilidade analitica
satisfatéria apenas para os quadros de hipocoagulagdo moderada a intensa, visto que
o ponto final da reagdo ocorre quando apenas 5% da trombina & gerada, capaz de
formar um coagulo de fibrina. Para o prolongamento nos tempos de coagulagao
superiores a 70%, um ou mais fatores de coagulagdo relacionados a via devem ter
sido consumidos ou perdidos (STOCKHAM e SCOTT, 2008). Considerando esta
deficiéncia analitica, HARVEY (2012) sugeriu que os tempos de coagulagédo (TP,
TTPa) devem ser interpretados como alterados quando forem superiores a 30% do

tempo controle. Dessa forma, um maior percentual de pacientes do grupo CIM
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estiveram mais proximo dessa variagao (23,43%) do que as dos grupos NMCM
(21,54%) e NMSM (16,25%).

A reacado do TTPa é dada pela adigao de cloreto de calcio em uma solugao de
plasma citratado do paciente com fosfolipidios pro-coagulantes (tromboplastina
parcial) pré-aquecidos. O tempo para a formagao do coagulo de fibrina da o final do
teste (MINEO et al., 2007). Embora a via de ativagdo por contato composta pelos FXII,
FXI, FIX, FVIII ndo seja igualmente responsavel pela geragao de trombina como a via
ativada pelo fator tecidual (FERREIRA et al., 2010), a atividade dos fatores e, em
consequéncia, o TTPa sofrem influéncia significativa dos processos inflamatérios e
fibrinoliticos (MINEO et al., 2007). Segundo Levi e van der Poll (2005) a inflamagé&o
leva a ativagado da hemostasia via IL-6 levando a maior expressao de FT, ja o fator de
necrose tumoral a (TNFa) e a IL-1 interferem nos mecanismos de anticoagulagao
endogenos. Os autores consideraram, também, que as principais interfaces que
conectam os sistemas hemostatico e inflamatério sejam o FT, a trombina, o sistema
proteina C e o sistema fibrinolitico (LEVI; van der POLL, 2005), justificando o
desequilibrio hemostatico observado, principalmente nos pacientes do grupo CIM.

Na via considerada intrinseca, a ativagao pelo contato com substancias de
carga negativa, pode ser induzida pela calicreina que é uma proteina, também,
relacionada ao processo inflamatério. Em neoplasias mamarias em mulheres, além
da interface hemostasia- inflamacao, a calicreina esta associada a promocéo, inibigao
da proliferagao das células da neoplasia, angiogénse, invasao e metastase (WOLF et
al., 2001). Em cadelas com neoplasia mamaria, a calicreina ja foi identificada na saliva
como um possivel marcador de neoplasias mamarias (FRANCO-MARTINEZ et al.,
2020), demonstrando o mesmo potencial inflamatério associado as alteragdes nos
tempos de coagulagao observados neste estudo.

Nos pacientes com CIM deste estudo, o TTPa (mediana) apresentou achados

que podem sugerir hipocoagulabilidade enquanto o TP (mediana) n&o. Tal fato pode
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estar associado a sobreposicdo dos elementos do sistema hemostatico aos do

processo inflamatorio, como discutiram Levi e van der Poll (2005).

O TTPa ligeiramente prolongado nos pacientes com CIM, pode estar associado
a reacao inflamatoria sistémica causada, principalmente, pela embolizagdo tumoral
nos vasos da derme, tal como descreveram Ribeiro; Estrela- Lima; Cassali, (2017) e,
em parte, por alteragbes pré-inflamatérias da propria neoplasia (Andreasen et al.,
2012). Embora, a tendéncia ao encurtamento tenha ocorrido no TP, provavelmente
pela hiperfibrinogenemia (KURATA et al., 2003), a influéncia da inflamacéo e da
protedlise de fatores da via ativada por contato, pode ser um mecanismo mais
evidente nos pacientes com CIM e NMCM, o que justificaria apenas o TTPa
prolongado (FERREIRA et al., 2010).

E importante ressaltar que as citocinas pré-inflamatérias também estdo
correlacionadas a malignidade, sendo associadas aos mecanismos modulatorios e
adaptativos de angiogénese, proliferagdo e metastase (ANDREASEN, 2012), além da
infiltracdo leucocitaria (ANDRES et al., 2013) e possivelmente mais expressas nos
pacientes com metastase e no CIM.

7.4.Fibrinogénio

A mediana da concentragéo de fibrinogénio das pacientes do grupo CIM (545
mg/dL) foi maior que a do grupo CONTROLE (217 mg/dL), entretanto, os grupos
NMSM (336,5 mg/dL) e NMSM (438 mg/dL) foram semelhantes ao grupo CONTROLE
e ao grupo CIM.



54

Grafico 4. Concentragao de fibrinogénio em caes, no grupo de caes higidos- CONTROLE (n=25); grupo
de cdes com carcinoma inflamatério mamario- CIM (n=9), grupo de cdes com neoplasia
mamaria com metastase- NMCM (n=12); grupo de cdes com neoplasia mamaria sem
metastase- NMSM (n=12).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (p=0,010) teste de Kruskal-Wallis. 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 se estende do valor minimo ao valor maximo. Caixa azul: valor de

referéncia considerado do grupo CONTROLE.

Os pacientes dos grupos CIM, NMCM e NMSM apresentaram aumento de,
respectivamente, 151,1%, 101,8% e 54,8% na concentragdo de fibrinogénio quando
comparados ao grupo CONTROLE. A hiperfibrinogenemia € um achado comum em
pacientes com doenga maligna, sendo uma das principais altera¢gdes hemostaticas
em pacientes com neoplasia mamaria (STOCKHAUS et al., 1999; DUDA et al., 2014)
e correlacionado positivamente com o tipo histolégico e graduag¢ao do tumor, tamanho
e estadio clinico do paciente (de OLIVEIRA et al., 2019).

De acordo com a literatura consultada, o fibrinogénio tem sua produgao nos
hepatocitos mediada pela IL-6 e €, em parte, armazenado em grénulos plaquetarios.
O fibrinogénio media o processo de agregacéo plaquetaria e € consumido durante a
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coagulagcdo conforme é convertido a fibrina. Aléem das fungbes hemostaticas, o
fibrinogénio esta relacionado a resposta aguda a inflamagdo em algumas espécies
animais (STOCKHAM e SCOTT, 2008). No entanto, para fins de monitorar a
inflamag&o em caes, o fibrinogénio tem um baixo valor clinico e, portanto, ndo & usado
no diagndstico veterinario (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

A simbiose entre hemostasia, cancer e inflamagao, novamente, pode justificar
a hiperfibrinogenemia nos pacientes com neoplasia mamaria. A inflamagéo associada
ao processo neoplasico e o proprio microambiente tumoral levam a producédo de
citocinas inflamatérias, como a IL-6, promovendo produg¢do hepatica do fibrinogénio
(LEVI; van der POLL, 2005). A presenca da hiperfibrinogenemia ja foi associada ao
quadro de hipercoagulabilidade em pacientes com carcinoma (ANDREASEN et al,
2016) e no hiperadrenocorticismo, sendo que estes pacientes apresentaram maior
potencial de geracdo de trombina e consequentemente fibrina (VARGAS-MORA, et
al., 2021).

Além de potencializar o risco trombético no paciente com cancer, o fibrinogénio,
pode atuar, também, no crescimento tumoral, promovendo proliferacdo celular e,
consequentemente mais produgao de IL-6 (LEVI; van der POLL, 2005). Segundo Cao
et al. (2020) o fibrinogénio esta presente no estroma de tumores sélidos, promovendo
um possivel sitio para a agregagao plaquetaria, mediando a proliferagdo celular e
formando uma matriz extracelular que se liga as superficies das células tumorais

formando potenciais CTDs.

Andreasen et al. (2012) associaram a hiperfibrinogenemia e o discreto
prolongamento da mediana do TTPa a altera¢des pro-inflamatorias no microambiente
tumoral em pacientes em que foram evidenciados sinais de hipercoagulabilidade na
tromboelastometria. Acredita-se que 0 mesmo mecanismo possa estar acontecendo
com as pacientes dos grupos CIM e NMCM deste estudo, uma vez que apresentaram

perfil semelhante para fibrinogénio e TTPa, conforme os achados de Saavedra et al.
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(2011), que concluiram que a hiperfibrinogenemia, de fato, tem acdo na

hipercoagulabilidade dos carcinomas.

A hiperfibrinogenemia pode ser um dos elementos responsaveis pela
progresséo da doencga (STOCKHAUS et al.; 1999) e ja foi observada, em cades com
neoplasia mamaria, de forma mais pronunciada em graus avangados da neoplasia,
como nos graus histopatolégicos Il e Ill, nos pacientes com tumores maiores que cinco
centimetros e com presenca de metastase (de OLIVEIRA et al., 2019). Pacientes com
presenca de metastase distante, como as do grupo NMCM, podem apresentar
hiperfibrinogenemia e aumento da concentragdo de dimeros-d, quando comparados
aos pacientes sem metastase ou com metastase local, tal como descreveram
Andreasen et al. (2012) o que pode estar associado aos efeitos na neoplasia do
fibrinogénio e vice e versa, como mencionaram CAO et al. (2020).

7.5.Dimeros-d

A mediana da concentragdo dos dimeros-d das pacientes do grupo CIM foi
maior que a da do grupo CONTROLE. Os grupos NMSM e NMCM foram semelhantes
ao grupo CONTROLE e ao grupo CIM.
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Grafico 5. Concentragdo de dimeros- d no grupo de cées higidos- CONTROLE (n=25); grupo de caes
com carcinoma inflamatério mamario- CIM (n=9), grupo de cdes com neoplasia mamaria

com metastase- NMCM (n=12); grupo de cdes com neoplasia mamaria sem metastase-
NMSM (n=12).

Kruskal-Wallis p.value < 0.001
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Letras diferentes indicam diferenga significativa (p< 0,001) teste de Kruskal-Wallis. 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 se estende do valor minimo ao valor maximo. Caixa azul: valor de

referéncia considerado do grupo CONTROLE.

Os dimeros-d, sdo fragmentos da fibrina cruzada, degradada pela plasmina no
processo de fibrindlise (WEITZ et al., 2017). Concentragées aumentadas de dimeros
podem estar relacionadas a processos de fibrindlise aumentada ou diminuicdo no
clearance destes por disfungdo hepatica ou renal (STOCKHAM e SCOTT, 2008).
Infelizmente, o diagndstico da trombose e da hipercoagulabilidade n&o sao possiveis
com o uso dos dimeros-d em isolado, visto que este teste tem um significativo valor
preditivo negativo (WIINBERG et al., 2010).

No presente estudo, a elevagao da concentracdo dos dimeros-d foi observada
em cinco das nove pacientes avaliadas no grupo CIM (55,6%), utilizando o valor de
referéncia indicado pelo fabricante (> 300 mg/mL ou 0,3 pyg/mL). Segundo o fabricante,
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concentragdes acima de 0,5 pg/mL (ECO Diagnostica) sdo fortemente associadas a
tromboembolismo pulmonar (TEP). Destes cinco pacientes, dois apresentavam
concentragdes de fibrinogénio superiores a 500 mg/dL, entretanto, o diagnostico de
TEP ou hiperfibrindlise ndo péde ser confirmado. Assim a maior concentracdo de
dimeros -d nestes pacientes pode estar associada a inflamacdo desencadeada pelo
processo neoplasico, como descreveram Schutte et al. (2015). Embora n&o exista
diferenca significativa entre os grupos com neoplasia mamaria, os achados sugerem
uma possivel relacdo entre os niveis de dimero-d e o estadiamento do tumor,
indicando que, em pacientes com doenga em estagio mais avangado, como 0s
presentes nos grupos CIM e NMCM a concentragcédo plasmatica de dimeros-d pode
estar associada a morbidade do processo e, dessa forma ao pior prognostico, tal como
relataram Halaby et al. (2015).

A hiperfibrindlise desencadeada pelo céncer ja foi descrita por Dano et al.
(2005). Tanto o t-PA quanto o u-PA s&o expressos nas células da neoplasia, sendo o
u-PA principalmente envolvido em fungdes celulares e o t-PA na regulagdo da
deposigao de fibrina intravascular. No mecanismo inibitorio da fibrindlise, ja foi descrita
a participagao do PAI-1 na patogénese de muitas doengas vasculares e no cancer.
Assim, pode-se propor que a presencga da producao de elementos fibrinoliticos pelas
células tumorais, induziriam a maiores concentragdes de produtos de degradagao da
fibrina, dentre eles os dimeros-d.

Os niveis plasmaticos de dimeros-d ja foram relacionados a invasao
linfovascular, estagio clinico e envolvimento de linfonodos no cancer de mama em
mulheres, sendo considerado um marcador clinicamente importante de metastase
tumoral precoce (BLACKWELL et al., 2000), assim como recomendaram Lu et al.
(2019), em uma meta analise, onde as concentragdes dos dimeros-d foram utilizadas,
nao apenas para o estadiamento das pacientes com cancer de mama, mas também
para o diagnostico precoce. Segundo os autores, os casos de Obito em mulheres
chegam a ser maiores do que 40% e aumentam a medida em que o diagndstico é

mais tardio. Os mesmos autores ainda mencionam haver uma associagao direta entre
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as concentragdes dos dimeros -d e a caracteristica hormonal do tumor, assim como a
presenca de metastase. Todas estas observagdes explicam as diferencas
encontradas no presente estudo, em que tanto o processo inflamatoério, bem como a
presenca de metastases contribuiram para o aumento das concentragcdes de dimeros-
d nas pacientes dos grupos CIM e NMCM, embora NMCM sem diferencga estatistica

do controle.

Na medicina veterinaria, as informagdes concretas sobre a incidéncia de
tromboembolismo em pacientes com neoplasias sdo deficientes (ANDREASEN et al.,
2016), entretanto CHILDRESS (2012) consideraram que a neoplasia seja uma das
principais causas de tromboembolismo em pequenos animais, contribuindo

significativamente para a morbidade e mortalidade nestes pacientes.

Portanto, a condicdo de hipercoagulabilidade nos pacientes com neoplasia
mamaria, em especial dos grupos CIM e NMCM, deve ser considerada e pode estar
refletida na associagdo de testes hemostaticos como contagem de plaquetas,
determinacao dos tempos de coagulacao (TP, TTPa, TT), concentragdo de dimeros-
d e, deve ser especialmente correlacionada ao quadro clinico apresentado pelo
paciente. De acordo com Cui et al. (2019) 50% dos casos de trombose venosa
profunda em mulheres portadoras de cancer de mama séo subclinicos e aumentam
exponencialmente as taxas de 6bito. Para melhor interpretar estes casos os autores
recomendaram a associagao das concentragdes dos dimeros-d ao volume plaquetario
médio (VPM). De acordo com seus resultados, portadoras de céancer tem uma
predisposicdo a apresentarem redugdo no VPM quando em estado de

tromboembolismo venoso.

A falta de diferenca observada nas pacientes do NMSM pode estar associada
a dispersdo das variaveis do estudo, com coeficientes de variagao, de certa forma,
amplos e devido a forma com que os pacientes foram alocados. E possivel que o

comprometimento hemostatico no grupo NMSM seja menos pronunciado do que nos
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demais grupos, e que ocorra para os pacientes com tumores de graduacgéo histolégica
mais avancada (de OLIVEIRA et al., 2019).
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8. CONCLUSOES

Nas condicdes em que este estudo foi conduzido, pode se concluir que as
neoplasias mamarias induzem alteragées hemostaticas hipercoagulaveis, devido a
processos inflamatdrios, mais pronunciadamente observado em pacientes portadores

de carcinoma inflamatorio.

9. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar da identificagéo, patogenia e o diagndstico das alteragées hemostaticas
serem melhores estabelecidas na medicina humana, a realidade do médico veterinario
é bem diferente. O diagndstico das alteragbes hemostaticas no paciente veterinario
nao é sensivel o suficiente, ndo permitindo a intervengao precoce, principalmente nos

casos de hipercoagulabilidade.

Neste estudo foi possivel observar o quanto a avaliacdo hemostatica
fundamental para a avaliagdo clinica do paciente oncologico. Também, sugere-se que
o comprometimento hemostatico, decorrente principalmente do processo inflamatério,
mais evidente pode estar associado ao estadiamento clinico mais avangado da
doenga (estadios IV e V) nos pacientes com neoplasia mamaria e com carcinoma

inflamatorio.

Os testes hemostaticos utilizados: concentracdo de plaquetas, tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, fibrinogénio e os dimeros-d
refletem, em parte o comprometimento hemostatico nos pacientes com neoplasia
mamaria com metastase e carcinoma inflamatorio. Embora possam sugerir o risco
protrombdtico, ndo sao sensiveis para o diagnostico da hipercoagulabilidade e para
0s quadros de coagulacdo intravascular disseminada n&o evidente se utilizados de
forma isolada, portanto é importante que estes achados sejam interpretados de forma
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conjunta considerando principalmente a condicdo capaz de perturbar o equilibrio

hemostatico.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com os avangos nos estudos e no conhecimento sobre oncologia veterinaria,
a demanda por um melhor diagndstico, manejo, tratamento e progndstico do paciente

com neoplasia mamaria € cada vez maior.

As alteragdes hemostaticas nos pacientes veterinarios, em especial nas
neoplasias mamarias, € uma linha de estudo que necessita de maior investigagao.
Ainda ha muito a se esclarecer em relagdo a patofisiologia da condi¢do, como
também, é necessario o desenvolvimento de métodos que sejam mais sensiveis para

o diagndstico dos estados de hipercoagulabilidade e diagndstico de trombose.

Nestas perspectivas incluem-se a avaliagdo do volume plaquetario médio, a
dosagem e fenotipagem das microparticulas, o teste de potencial de geracdo de
trombina bem como a pesquisa das células tumorais disseminadas e a sua correlagao

com o comprometimento hemostatico nestes pacientes.

Também se faz necessario pesquisar e elucidar a interacdo da inflamacgao e

hemostasia no paciente oncoldgico.
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12. ANEXOS

Anexo 1 — Aprovagdo CEUA- COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagao de uma solicitagao.

Protocolo CEUA: 371/2019
‘Iluodom Perfil hemostatico e determinagao de microparticulas em cdes com neoplasia mamaria

WW Fabiola de Oliveira Paes Leme
Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situagdo atual: Decisao Final - Aprovado
Aprovado na reunido “on line” do dia 06/04/2020. Validade: 06/04/2020 a 05/04/2025.

Belo Horizonte, 06/04/2020.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitps://aplicativos.ufmg.br/solicite _ceua/

Universidade Federal de Minas Gerals
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 ~ Belo Horizonte, MG ~ Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.uimg br/bloetica/ceua - cetea@prpq.ufmg,br
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Anexo 2 — TCLE para pacientes oncologicos

Universida(,ie Federal de Minas Gerais
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O (A) Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Perfil hemostatico e avaliagao de microparticulas plaquetarias em caes saudaveis e com
neoplasia mamaria’. Pedimos sua autorizagao para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a
utilizagado e o descarte do material bioldgico de seu animal. A utilizacdo do material biologico e
das informagdes clinicas obtidas esta vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se o (a)
Sr. (a) concordar em outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos avaliar e comparar perfil
hemostatico e a expressao de microparticulas plaquetarias em caes saudaveis e caes com
neoplasia mamaria.

Para tal serdo colhidas amostras de sangue por venopungao de vaso periférico (preferencialmente

jugular externa) em momento Unico durante o atendimento clinico previsto na rotina de
atendimento de tais pacientes pelo protocolo padrao do Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da UFMG que tem como potenciais riscos a formagdo de hematoma. A pesquisa
contribuira para o melhor entendimento e desenvolvimento de meios diagndsticos de risco
trombotico em caes.

Para participar deste estudo o (a) Sr. (a) ndo tera nenhum custo relacionado aos testes de
hemostasia, nem recebera qualquer vantagem financeira. Tais testes sdo fundamentais no
entendimento e diagnostico de possiveis estados pré-trombéticos. Além disso, caso sejam
identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o (a) Sr. (a) tem assegurado o
direito a indenizagcdo. Ressalva-se que os custos relacionados a consulta, hemograma, perfil
bioquimico e exames de imagem nao estdo inclusos na isengdo, uma vez que fazem parte dos
exames e da conduta previstos na rotina de atendimento destes pacientes.

O (A) Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar, € a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode
retirar o consentimento, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagao desta. A sua
participagdo € voluntaria, e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que o (a) Sr. (a) € atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua
identidade com padrdées profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa estarao a sua
disposicdo quando finalizada. Seu nome, o nome de seu cdo ou o material que indique a
participagdo nao serao liberados sem a sua permissao. O (A) Sr. (a) nao sera identificado (a) em
nenhuma publicagao que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, na Escola de Veterinaria da UFMG, e a outra sera
fornecida ao (&) Senhor (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficarédo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na sala 128 da
Escola de Veterinaria da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratarao
a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
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(Resolugcbes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade e tutor do céo
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e
beneficios da pesquisa “Perfil hemostatico e avaliagdao de microparticulas plaquetarias em
caes saudaveis e com neoplasia mamaria™, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagées e modificar minha
decisao de participar se assim o desejar.

() Concordo que o material biolégico do meu céo seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o material biolégico do meu cao possa ser utilizado em outras pesquisas, mas
serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a
oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Fabiola de Oliveira Paes Leme

Endereco: Escola de Veterinaria da UFMG — Av. Anténio Carlos, 6627, Campus Pampulha
CEP: 31270-901/ Sao Luiz, Belo Horizonte — MG.

Telefone: (31) 3409-2000

E-mail: fabiola.ufmg@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Mariah Gois Ceregatti
Endereco: Escola de Veterinaria da UFMG — Av. Antonio Carlos, 6627, Campus Pampulha
CEP: 31270-901/ Sao Luiz, Belo Horizonte — MG.

E-mail: mceregatti@ufmag.br

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
COEP-UFMG - Comissao de Etica em Pesquisa da UFMG Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade
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Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP:
31270-901. E-mail: coep@prpqg.ufmg.br. Tel: 3409-4592
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(Anexo 3)- Hemogramas individuais dos pacientes com carcinoma inflamatorio

mamario.
. Valores de
Pacientes N
Referéncia
Variavel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Minimo Maximo
Eritrocitos 628 366 689 550 470 636 435 672 7,28 55 8,5
(x10%/uL)
Hemoglobina 152 89 151 116 107 142 88 158 167 12 18
(g/dL)
Hematocrito (%) 43 27 47 34 36 44 27 43 48 37 55
VCM (fL) 856 608 758 734 734 7341 731 640 659 60 77
CHCM 354 329 321 344 297 323 327 367 348 32 36
HCM (g/dL) 242 131 219 211 228 223 203 235 229 19,9 245
RDW (%) 142 131 142 203 144 154 157 185 142 12 15
Plaquetas 340 443 82 492 573 246 60 185 56 175 500
(x10¥/uL)
Agregados 0 0 3+ 0 3+ 3+ 0 3+ 3+ Ausentes
plaquetarios
Leucécitos
X100 70 211 333 115 118 821 333 111 583 6,0 17,0
Mieldcitos (/uL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metamieldcitos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(JuL)

Bastonetes (/uL) 0 0 0 0 118 0 333 0 0 0 300
Seg”&i[t)ados 5180 15403 25308 9315 9440 6733 26640 7548 4431 3000 11500
Linfocitos (fuL) 1520 211 2664 1035 944 493 1998 2886 933 1000 4800

Eosindfilos (jul) 210 1899 4995 575 236 246 0 111 233 150 1250
Basdfilos (/ulL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00 Raros

Monécitos (juL) 70 3587 333 575 1062 3200 4329 555 3200 150 1350

Aspecto do CE DH DH DH DH CE DH DHDL CE CE
plasma

Observagoes Discreto (1+), Moderado (2+), Intenso (3+)

Caracteristico da espécie (CE), Discretamente hemolisado (DH),
Discretamente lipémico (DL)
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(Anexo 4)- Avalicdes histologicas, utilizando a classificagdo de Cassali et al., 2014, dos pacientes com neoplasias mamarias deste
estudo - Parte 1.

Paciente Grupo Diagnéstico histolégico
1 NMSM MAbdCr direita: Carcinoma em tumor misto, Ming direita: tumor misto benigno, MAbdCd direita: Carcinoma em
tumor misto/papiloma
2 CMI Diagndstico clinico
3 NMCM MTCr esquerda: Tumor misto benigno, AbdCd direita: tumor misto benigno, linfonodo axilar direito:
micrometastase focal bloco mamario Cd esquerdo: Carcinoma em tumor misto grau |
4 NMCM MAbCd: Carcinoma em tumor misto, Ming: carcinoma solido grau lll, figado: Adenocarcinoma- sugerindo carcinoma
s6lido da mama.
5 NMSM Ming esquerda: Tumor misto benigno, MTCd esquerda: carcinoma in situ, MTCd direita: tumor misto benigno
MADbCr esquerda: carcinoma in situ
6 NMCM Nao teve bidpsia, tumor com metastase em pulmao (Imagem)
7 CMI Nao foi realizado avaliagio histopatolégica.
8 NMCM Mamas nao identificadas no exame histologico: Carcinoma tubular GRAU lll, carcinoma tubular com areas

micropapilares in situ lll. Ming esquerda: Carcinoma em tumor misto, linfonodo inguinal esquerdo : metastase de
carconoma tipo misto

9 NMSM MADbCr: Carcinoma em tumor misto

10 NMSM Ming esquerda: Carcinoma em tumor misto grau |

1 NMCM Diagndstico clinico e imaginoldgico: Tumor com metastase em pulméao e possivelmente sistema nervoso central
12 NMCM Ming direita: Carcinoma papilar invasor, MAbCd esquerda: carcinoma papilar invasor, linfonodo ing direito:

micrometastases multifocais
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(Anexo 4)- Avalicdes histologicas, utilizando a classificagdo de Cassali et al., 2014, dos pacientes com neoplasias mamarias deste
estudo - Parte 2.

Paciente Grupo Diagnéstico histolégico
13 NMCM Entre MAbCd e Ming: Carcinoma papilar invasor com areas micropapilares in situ, grau ll; linfonodo Ing: areas de
micrometastase
14 NMCM MTCd esquerda: Carcinoma em tumor misto, MAbCr esquerda: carcinoma papilar invasor, Ming esquerda:

adenomioepitelioma maligno e carcinoma em tumor misto, Nao identificado: carcinoma basaléide grau Il, MTCr
direita: tumor misto benigno, Nao identificado: carcinoma em tumor misto, Nao identificado: carcinoma papilar
invasor. Imagem: metastase pulmonar

15 CiM Carcinoma lobular pleomorfico com invaséo linfatica

16 CIM Diagndstico clinico

17 CIM Diagndstico clinico

18 NMSM MTCr direita: Carcinoma em tumor misto, MTCd direita: carcinoma em tumor misto e Ming: carcinoma em tumor

misto.

19 NMSM Ming direita: Carcinoma tubulo-papilar baixo grau (grau ) e carcinoma ductal in situ

20 NMSM Carcinoma papilar invasor/papiloma, carcinoma papilar in situ em tumor misto

21 NMSM Carcinoma em tumor misto com areas micropapilares in situ e tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto e
lipoma (?)

22 NMSM MADbCd: Ectasia de glandula moderada e carcinoma papilifero simples com margens comprometidas, Ming:

carcinoma tubular simples margens estreitas.
23 NMSM MTCd direita: Adenomioepitelioma benigno, Ming esquerda: adenoma tubular.
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(Anexo 4)- Avalicdes histologicas, utilizando a classificagdo de Cassali et al., 2014, dos pacientes com neoplasias mamarias deste

estudo - Parte 3.

Paciente Grupo Diagnéstico histolégico
24 NMCM MTCr: Carcinoma micropapilar invasivo grau Il, MACr: adenoma tubular simples, Linfonodo axilar direito:
macrometastase de neoplasia mamaria com extenséo extracapsular
25 NMSM MTCd:Carcinoma em tumor misto in situ
26 NMCM Diagnostico clinico
27 NMCM MADbCr esquerda: Tumor misto grau Il, imagem: comprometimento pulmonar
28 CiM Diagnostico clinico
29 NMCM MADbCr: Ectasia ductal difusa moderada; MAbCd: tumor misto benigno; Ming: carcinoma em tumor misto; linfonodo
Ing: macrometastase de neoplasia mamaria
30 CiM Diagnostico clinico
31 CIM Diagnostico clinico
32 CIM Diagnostico clinico
33 NMSM MADbCr: Carcinoma em tumor misto

Abd- abdominal; CIM- Carcinoma inflamatério mamario; Cd- caudal, Cr- cranial; Ing- inguinal; M- mama; NMSM- neoplasia mamaria sem metastase, NMCM-
Neoplasia mamaria com metastase, T- toracica,



