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RESUMO

O estudo dos tumores mamarios é de grande importancia na medicina veterinaria por se tratar
do tipo de neoplasia mais comum que acomete cadelas. Dentro dos tumores que se apresentam
na glandula mamaria, os tumores mistos representam aproximadamente 50% dos casos na
rotina diagndstica, sendo que, o tumor misto benigno (TMB) e o carcinoma em tumor misto
(CTM) compdem este grupo de neoplasias. Animais diagnosticados com CTM apresentam um
bom prognostico e um maior tempo de sobrevida em comparagdo a outros carcinomas
mamarios. Embora os CTM apresentem um bom comportamento e raramente desenvolvem
metastase, existem alguns casos que evoluem a metastase ganglionar, mudando assim, o
comportamento e consequentemente, o progndstico. Por isso, a identificacdo de alteragdes no
microambiente tumoral (TME) pode ser responsavel pela maior agressividade das células
cancerosas do CTM. O microambiente é integrado por todos os elementos que interagem com
as celulas cancerosas, incluindo a matriz extracelular (MEC) e esta é composta principalmente
por fibras colagenas. Na progressdo tumoral, as fibras colagenas séo o principal alvo das células
cancerosas e as suas alteracdes facilitam o surgimento de metéstases. Assim, o0 objetivo deste
estudo foi correlacionar as alteracdes das fibras colagenas de CTM que possam estar associadas
a presenca de metastase ganglionar. Foram avaliados 46 casos de tumores mistos da glandula
mamaria canina; 15 casos de tumor misto benigno, 16 casos de carcinoma em tumor misto sem
metastase ganglionar e 15 de carcinoma em tumor misto com metastase ganglionar. A avalicao
foi realizada utilizando a microscopia por excitacdo de dois fotons, na qual foram obtidas
imagens nas areas de interesse e extraidos os dados do coladgeno e do componente celular. A
analise das imagens e a comparacdo entre os diferentes grupos tumorais e ldminas controles de
tecido mamario canino normal corados em H&E, permitiram avaliar as fibras colagenas nas
diferentes fases da progressdo tumoral. Demonstramos que os parametros do colageno se
correlacionam com os dados clinicos e patolégicos como a expressdo de marcadores imuno-
histoquimicos como ciclo-oxigenase-2 (COX2). Os resultados demostraram que 0S casos
carcinomatosos que evoluiram com metastase ganglionar apresentam menor comprimento das
fibras colagenas. Também foi possivel observar que antes do aparecimento da metastase
ganglionar as fibras comecam a se alinhar, facilitando assim a saida das células cancerosas e
consequentemente a progressao da doenca. Na avaliacdo do componente celular neoplasico dos
casos carcinomatosos. Finalmente, observamos que o numero de fibras colagenas se
correlaciona com a COX2.

Palavras-chaves: Neoplasia mamaria animal, cdes, microscopia por geracdo do segundo
harmdnico, metastase linfatica (MeSH).



ABSTRACT

The study of mammary tumors is essential in veterinary medicine because they are the most
common neoplasms in female dogs. Within the tumors in the mammary gland, mixed tumors
represent approximately 50% of the cases in the diagnostic routine, and the benign mixed tumor
(BMT) and mixed tumor carcinoma (CMT) make up this group of neoplasms. Animals
diagnosed with MSC have a good prognosis and a longer survival time compared to other
mammary carcinomas. Although MSCs have good behavior and rarely develop metastasis,
some cases progress to lymph node metastasis, thus changing the behavior and, consequently,
the prognosis. Therefore, identifying changes in the tumor microenvironment (TME) may be
responsible for the greater aggressiveness of CMT cancer cells. The microenvironment is
integrated by all the elements that interact with cancer cells, including the extracellular matrix
(ECM) and this is mainly composed of collagen fibers. In tumor progression, collagen fibers
are the main target of cancer cells and their alterations facilitate the emergence of metastases.
Thus, this study aimed to correlate changes in CMT collagen fibers that may be associated with
the presence of lymph node metastasis. 46 cases of mixed tumors of the canine mammary gland
were evaluated; 15 cases of benign mixed tumors, 16 cases of carcinoma in a mixed tumor
without lymph node metastasis, and 15 cases of carcinoma in a mixed tumor with lymph node
metastasis. The evaluation was performed using two-photon excitation microscopy, in which
images were obtained in the areas of interest and data on collagen and cellular component were
extracted. The analysis of the images and the comparison between the different tumor groups
and control slides of normal canine mammary tissue stained in H&E allowed the evaluation of
collagen fibers in the different stages of tumor progression. We demonstrated that collagen
parameters correlate with clinical and pathological data such as the expression of
immunohistochemical marker cyclooxygenase-2 (COX2). The results showed that the
carcinomatous cases that evolved with lymph node metastasis have a shorter length of collagen
fibers. It was also possible to observe that before the appearance of lymph node metastasis the
fibers begin to align, thus facilitating the exit of cancer cells and consequently the progression
of the disease. Finally, we observed that the number of collagen fibers correlated with COX2.,

Keywords: Animal mammary neoplasm, dogs, second harmonic generation microscopy,
lymphatic metastasis (MeSH).
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1. INTRODUCAO

O céncer de mama em mulheres é o tipo de neoplasia maligna mais diagnosticada no
mundo segundo dados publicados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC),
da mesma forma, em cadelas, os tumores mamarios séo o tipo de neoplasia diagnosticada com
maior frequéncia (SCHNEIDER, 1970; KHANNA, 2007; IARC, 2020; PAOLONI) O cancer
de mama na medicina veterinaria se mantém em aumento, uma vez que, 0s animais domesticos
sdo expostos aos fatores de risco que influenciam o desenvolvimento desta doenca (PAOLONI;
KHANNA, 2007). As neoplasias mamarias de ambas as espécies apresentam similaridades
histologicas, genéticas, moleculares e respostas a tratamentos, tornando assim, as cadelas um
bom modelo comparativo (ABADIE et al., 2018; CASSALI et al., 2002; GRAY et al., 2020).

Na rotina diagndstica, o tumor misto benigno (TMB) e o carcinoma em tumor misto
(CTM) representam entre 40 a 50% de todos os tumores que acometem a glandula mamaria em
cadelas (NUNES, et al., 2018; STRANDBERG; GOODMAN, 1974). O CTM ¢ considerado
uma neoplasia de bom prognostico, uma vez que animais acometidos com este tumor
apresentam um maior tempo de sobrevida e ndo tendem a desenvolver metastase ganglionar e
a distancia (CASSALI et al., 2017; NUNES, et al., 2018). Entretanto, novos estudos para
melhorar a compreensdo do comportamento dos CTM e a identificacdo de mudancas associadas
a metastase ganglionar sdo necessarios. Alteracdes como o aumento da densidade do estroma
associado ao tumor tém sido descrita com frequéncia no cancer de mama da mulher, de modo
que, 0 microambiente se associa estreitamente com as células cancerosas para favorecer a
progressio e metastizacio (BRABRAND et al., 2015; INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON,
2016).

O microambiente tumoral (TME) é predominantemente composto por células do
sistema imune, fibroblastos, células endoteliais, adipdcitos e matriz extracelular (MEC), de
forma que, alteragdes na MEC se relacionam com a progressao dos carcinomas mamarios da
mulher (BRABRAND et al., 2015; INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2016a). Dentre as
modificagdes que ocorrem na MEC, as alteracdes do colageno podem se relacionar com a maior
agressividade tumoral e a saida das células para os tecidos circunjacentes, para 0S vasos
sanguineos e linfaticos. Para observar essas mudancas a técnica de microscopia por geracdo de
segundo harmonico (SHG) e considerada uma ferramenta util e sensivel as fibras colagenas em
tecidos biologicos como o parénquima mamario (AJETI et al., 2011; BURKE; TANG;
BROWN, 2012; NATAL et al., 2018). Estudos apontam que o aumento da densidade mamaria
no cancer € o resultado do aumento da deposicao e organizacdo das fibras colagenas (FRANTZ;
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STEWART; WEAVER, 2010; HOMPLAND et al., 2008). Assim, avaliar e correlacionar as
alteracOes das fibras colagenas de CTM que possam estar associadas a presenca de metéastase
ganglionar e as suas caracteristicas clinico patoldgicas é de extrema importancia para elucidar
0S mecanismos envolvidos na progressdao e consequentemente aprimorar 0s tratamentos

destinados a esta neoplasia.
REVISAO DE LITERATURA
2.1 O céancer de mama

O cancer de mama em mulheres foi o tipo de neoplasia maligna mais diagnosticada no
mundo no ano 2020, com uma estimativa de 2,26 milhGes de novos casos e aproximadamente
685.000 mortes no mundo nesse mesmo ano, segundo dados publicados pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC). Os tumores malignos, que sao desenvolvidos na
glandula mamaria, frequentemente comprometem os linfonodos e se disseminam para outros
locais, podendo também apresentar metastases ocultas, aumentando assim, o risco de morte das
pacientes acometidas (COTE et al., 1999; NOTTEGAR et al., 2016).

O risco de desenvolver cancer de mama para as cadelas é trés vezes maior em
comparacio as mulheres (KIMURA; GARATE; DAGLI, 2012; SCHNEIDER, 1970). O
diagnostico de cancer de mama na medicina veterinaria vem aumentando expressivamente e
acredita-se que esse aumento de casos esteja relacionado com o crescimento da populacdo dos
animais domeésticos e a exposi¢do aos fatores de risco que influenciam o desenvolvimento desta
doenca (PAOLONI; KHANNA, 2007), sendo que, as neoplasias da glandula mamaéria em
cadelas representam o diagnéstico mais frequente na rotina (SCHNEIDER, 1970). No Brasil,
os tumores da glandula mamaria representam a maioria dos diagndsticos na espécie canina e
dentro dos tumores diagnosticados, os tumores mistos se apresentam com maior frequéncia
(DO CARMO SILVA et al., 2019; STRANDBERG; GOODMAN, 1974).

2.2 Tumores mistos da glandula mamaria canina

Um estudo epidemioldgico realizado no estado do Espirito Santo, Brasil, encontrou que
dentro dos diagnosticos de tumores da glandula mamaria canina, o tipo histologico misto ocupa
a primeira posi¢do (DO CARMO SILVA et al., 2019). Um levantamento feito pelo grupo de
pesquisa do Laboratdrio de Patologia Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais,
mostrou que de 1.539 les6es de mama de cadela avaliadas 45,18% foram de tumores mistos

(NUNES, F C et al., 2018). Esta frequéncia de apresentacdo também € similar a estudos
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realizados em outros paises, onde aproximadamente 50% dos casos de neoplasias mamaria
diagnosticadas sdo os tumores mistos (STRANDBERG; GOODMAN, 1974).

Dentro do grupo de tumores mistos encontramos o tumor misto benigno (TMB), o
carcinoma em tumor misto (CTM) e o carcinossarcoma (CSS), sendo diagnosticados com maior
frequéncia o CTM e TMB (CASSALI et al., 2019). Em relacdo ao prognostico, animais que
desenvolvem CTM podem alcancar uma sobrevida de 1.800 dias ap6s o diagnostico, sendo
assim, atribuido como um bom progndstico em compara¢do com outros tipos histoldgicos mais
agressivos (NUNES, F C et al., 2018). O CTM néo apresenta na maioria dos casos metastase
ganglionar, mas existem alguns animais que evoluem e se associam com um menor tempo de
sobrevida (GONCALVES et al., 2021; NUNES et al., 2018). O estabelecimento do prognostico
de pacientes acometidos com CTM ainda € um desafio, devido ao fato de que ferramentas como
a graduacao histoldgica ndo podem ser aplicadas pelas escassas areas de invasdo associadas a
este tipo histoldgico (CASSALI et al., 2017; NUNES et al., 2019). Sendo assim, o estudo para
melhorar a compreensdo do comportamento dos CTM e a identificagdo de mudancas associadas

a metastase ganglionar sdo necessarios na medicina veterinaria.
2.3 Morfologia dos tumores mistos
2.3.1 Tumor misto benigno

O TMB apresenta proliferacdo epitelial formando estruturas acinais e ductais
acompanhada da presenca de uma camada de células mioepiteliais na membrana basal.
Também podem ser encontradas células mioepiteliais fusiformes ou estreladas em meio a
abundante deposicdo de matriz extracelular ou matriz mixoide. Além disso, este tumor
apresenta proliferacdo do componente mesenquimal formando tecido cartilaginoso em noédulos
ou placas contendo condrdcitos e condroblastos, tecido 6sseo em forma de matriz osteoide com
a presenca de osteoclastos que por vezes pode apresentar mineralizagdo e tecido adiposo
(CASSALI et al., 2012).

2.3.2 Carcinoma em tumor misto

Existem indicios que os TMB podem sofrer transformagéo maligna nas cadelas dando
origem a focos carcinomatosos, assim, a perda da expressao de alguns marcadores moleculares
podem ser 0s responsaveis pela progressdo tumoral (BERTAGNOLLI et al., 2011). Tem sido
observado que alguns animais diagnosticados com CTM apresentavam areas de células

malignas proliferando dentro de TMB, achados que apontam a possivel transformacdo maligna
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dos tumores mistos (SORENMO et al., 2009). De forma geral, o que difere 0o CTM do TMB é
a presenca de elevado pleomorfismo nuclear, mitoses atipicas, maior celularidade e crescimento
infiltrativo (CASSALI et al., 2017; GOLDSCHMIDT et al., 2011).

O CTM se caracteriza pela presenca de proliferacdo epitelial em nddulos ou focos com
elevado pleomorfismo e mitoses atipicas. Existem duas formas de apresentacdo de CTM, in situ
e invasor que para diferencid-los devem ser observadas a presenca de células neoplésicas
invadindo o estroma adjacente. Para isso, as areas de microinvasdo podem ser identificadas
como grupamentos de células neoplésicas ao redor dos ductos com um diametro de até 1 mm
ou como projecOes de células neoplasicas para o estroma acompanhada com a perda da
continuidade da membrana basal e da camada de células mioepiteliais (CASSALI et al., 2011).
A proliferacdo do componente mesenquimal é similar ao encontrado nos TMB, este
componente pode ser representado na forma de tecido cartilaginoso, 6sseo e adiposo. Da mesma
forma, é comum encontrar células mioepiteliais em proliferacdo em meio de matriz mixoide
(CASSALl etal., 2017).

2.3.3 O microambiente tumoral

O TME é integrado por todos os elementos que interagem com as células cancerosas.
Dentro do TME encontramos um componente celular composto por fibroblastos, células
endoteliais, neurbnios, adipécitos, células do sistema imune e também encontramos um
componente ndo celular constituido por MEC, quimiocinas, citocinas e demais elementos
sollveis circulantes (GIUSSANI et al., 2015; XIAO; YU, 2021).

A MEC é um importante componente do microambiente tumoral que consiste em uma
rede composta por proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e polissacarideos, e que se
subdivide em membrana basal (MB) e matriz intersticial (MI) e nesta Gltima o colageno fibrilar
é a proteinas mais abundante. A MEC estd em constante regulacdo e as metaloproteinases
(MMPs) junto com as lisil oxidases (LOX) desempenham um importante papel regulatorio.
(RICARD-BLUM, 2011; XU et al., 2019).

2.4 Fibras colagenas

A sintese das fibras colagenas é realizada dentro e fora do citoplasma dos fibroblastos
que, apos a formagdo do RNAmM, d&o inicio a formacdo das cadeias alfa nos ribossomos do
reticulo endoplasmatico rugoso. Posteriormente, as cadeias alfas passam por Varios processos

enzimaticos que culminam na formacdo do pro-colageno, este € liberado para o espaco
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extracelular por exocitose culminando, assim, na formacdo das fibras colagenas fora do
citoplasma (ROSS; WOJCIECH, 2015).

A sequéncia classica de aminoacidos desta proteina é formada por glicina, prolina e
hidroxiprolina que também € conhecida como tropocoldgeno. O tropocoldgeno, por sua vez,
apresenta trés hélices na sua estrutura basica e a juncao delas € dada por ligagdes de hidrogénio
da glicina juntamente com as tor¢fes pelos residuos de prolina e hidroxiprolina, logo, este
padrdo de organizacdo é o responsavel pela forca e suporte desta proteina. As moléculas de
tropocol&geno se organizam em fibrilas que formam as fibras coladgenas (ROSS; WOJCIECH,
2015).
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Figura 1: Diagrama representativo das caracteristicas moleculares do colageno tipo 1 e sua
organizacdo em ordem crescente. Fonte: Ross; Wojciech et al., 2015.

2.5 Microscopia por excitacéo de dois fotons
2.5.1 Geracgédo do segundo harmdnico

Nas décadas de 1980 e 1990, a microscopia multifotbnica inovou a observacdo de
tecidos biologicos, sendo que, alguns métodos dpticos ndo lineares ja se tornaram um
importante recurso, fornecendo informacdes exclusivas e, em muitos casos, complementares
sobre a amostra biologica (JAMES; CAMPAGNOLA, 2021). Um desses métodos Opticos € a

microscopia por SHG que consiste em uma técnica Optica ndo linear onde dois fotons de um



21

laser convertem-se em um Unico féton com o dobro da frequéncia e metade do comprimento de
onda (CISEK et al., 2021; JAMES; CAMPAGNOLA, 2021; SUN et al., 2004).

A primeira imagem obtida com o uso do SHG na biologia foi feita quando Freund e
colaboradores, em 1986, usaram esse mecanismo para obter informacdes sobre a polaridade das
fibras de colageno no tendao da cauda de um rato, sendo este trabalho o precursor dos estudos
atuais. O colageno é um material ordenado simétrico ndo central que apresenta propriedades de
um microcristal, sendo possivel a avaliacdo mediante esta técnica (JAMES; CAMPAGNOLA,
2021).

------ ] . 26

Figura 2: Esquema representativo da microscopia por geracdo de segundo harménico. Fonte: Autora
da dissertacdo. Pode ser observada a representacdo de dois fotons com frequéncia o (Setas roxas) que
interagem e geram um féton com o dobro da frequéncia & inicial (seta amarela).

2.6 AlteracGes do colageno relacionado ao cancer

Neste trabalho daremos enfoque as alteragdes das fibras coldgenas no céncer. A
avaliagdo dos tumores na rotina se concentra nas caracteristicas celulares, deixando de lado o
estroma associado ao tumor e, principalmente, as fibras colagenas, que em diversos estudos tem
se demostrado um elemento muito importante no contexto de cancer (DRIFKA et al., 2016). O
desenvolvimento das células tumorais esta intimamente relacionado com as alteracdes no
microambiente que se refletem no “endurecimento” do estroma associado ao tumor

(GIUSSANI et al., 2015b; JUNTTILA; DE SAUVAGE, 2013).
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O colageno esté envolvido em diversos processos complexos, como a interagdo direta
com os receptores da subfamilia de tirosina quinase que promovem a migracao e adesdo celular
por meio da ativacdo da via AKT de células da medula éssea na leucemia mieloide (VENNIN
et al., 2017; XU et al., 2019). Também tem sido descrita a interacdo do coldgeno com um tipo
especifico de integrinas no carcinoma de células escamosas da boca como um possivel
responsavel pelo aumento da proliferagdo celular (HAYASHIDO et al., 2014). Ademais, na
literatura é encontrado que o colageno apresenta correlacdo com alguns fatores prognosticos do
cancer de mama como a expressdo de receptores hormonais e de fatores de crescimento
(TILBURY; CAMPAGNOLA, 2015; ZHANG et al., 2020).

As fibras colagenas apresentam uma relacéo direta com as células neoplasicas, mutacfes
celulares no gene TP53 se associaram com alteracdes na arquitetura do colageno encontradas
na periferia do tumor (VENNIN et al., 2017; XU et al., 2019). Em cultura de células de
carcinoma colorretal associado a fibroblastos, foi observada a formacdo de uma rede de
colageno densa e organizada, demonstrando que os fibroblastos sdo aliados das células
neoplasicas e, consequentemente, podem ser importantes mediadores das alteracdes nas fibras

colagenas encontradas no estroma tumoral (DRUZHKOVA et a

., 2020). Um outro estudo in vitro de cancer pancreéatico associado a fibras colagenas alinhadas
relatou maior sensibilidade a farmacos como o Gemcitabina e Paclitaxel, o que demonstra que

os tumores ndo se limitam somente a proliferagdo celular neoplésica (DAI et al., 2020).
2.6.1 Colageno no cancer de mama

A maior densidade da glandula mamaria observada na mamografia se correlaciona com
um maior risco de desenvolver neoplasias mamaérias. O status reprodutivo € uma condicao que
influencia a quantidade de fibras colagenas no tecido mamario, j& que, no periodo de involugédo
h& uma maior deposicéo de fibras colagenas, aumentando assim, o risco de desenvolver cancer
de mama (GUO et al., 2022).

Foram descritas 3 TACS (Tumor-Associated Collagen Signatures) ou assinaturas do
colageno associadas ao cancer das fibras colagenas no cancer invasivo de mama. A primeira
assinatura consiste na presenca de abundantes fibras coladgenas circundando e contendo a
proliferacdo neoplésica na fase inicial. A segunda, consiste na organizacdo de forma paralela
ao limite do tumor na fase de progressdo. Por ultimo, a organizacdo das fibras
perpendicularmente no limite do estroma tumoral, orientadas em direcdo a area de invaséao
celular (DRAVID; MAZUMDER, 2018; RUEDEN et al., 2009).
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Em relagdo ao prognostico, achados associados ao coldgeno podem prever a sobrevida
de pacientes com cancer (ZHOU et al., 2017). Em tumores da glandula mamaéria canina foi
encontrada uma correlagcdo entre o tamanho das fibras e o tempo de sobrevida das cadelas
(GARCIA et al., 2021).

O microambiente tumoral das neoplasias mamarias de cadelas ainda ndo é bem
elucidado, quanto a funcéo e interacdo dos diferentes componentes, com enfoque para o
colageno e a relacdo com fatores clinicos. Diante disso, a avaliacdo do microambiente tumoral
em relacdo as alteracBes quantitativas, organizacionais e de uniformidade do colageno pela
microscopia de segundo harmdnico, associada a caracterizagdo imunofenotipica e clinico-
patoldgica poderdo fornecer informagbes importantes para o diagnostico, progndstico e

tratamento das cadelas.
2.7 Marcadores moleculares no cancer mama

A imuno-histoquimica € uma ferramenta que permite a avaliagdo de marcadores
moleculares Uteis para a determinacdo dos fatores prognésticos e preditivos na medicina
veterinaria (CASSALI et al., 2020). O painel imuno-histoquimico recomendado para as
espécies canina e felina é composto pelos receptores de estrogénio (RE), progesterona (RP),
Ki67 eCiclo-oxigenase-2 (COX-2).

Target antigen Incubation time (h)/

Manufacturer  Dilution Antigen retrieval method
(clone) temperature
Ki-67 Dakoeviomation 195 Pressurized heat (125°C/2 mins) with citrate |/room temperature
(MIB-1) ylomah - buffer pH 6.0 froom temperature
] Pressurized heat (125°C/2 mins) with EDTA 1/room temperature
3 r . ]
ER (1D5) Dakocytomation 1:20 buffer pH 9.0%
PR (HPRA2) Neomarkers 120 Pressurized heat (125°C/2 mins) with EDTA 1/room temperature
- ] ‘ - buffer pH 9.0*
Fate o o 1y 3 -~
COX-2 (SP21) Neomarkers 1:80 Water bath (98°C “p(i_{n;:?;ﬁ with citrate buffer 1/room temperature

Source: De Campos et al. (25).

Figura 3: Anticorpos recomendados no Consensus Regarding the Diagnosis, Prognosis and Treatment
of Canine and Feline Mammary Tumors — 2019. Fonte: CASSALI et al., 2020.

Lesdes ndo neoplésicas e adenomas apresentam maior marcacdo de RE em comparacgao
a carcinomas, a marcacao também varia de acordo com o grau histologico, carcinomas de baixo
grau apresentam maior marcacdo em comparacao aos graus intermediarios e altos (MORRIS et
al., 2008). Em relacdo a expressdo do RP, foram identificados em células neoplésicas
proliferativas perfis positivo e negativo para RP. O grupo que apresentava o perfil positivo era
caracterizado por apresentar baixo grau histoldgico e maior tempo de sobrevida livre de doenca
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e no tratamento hormonal adjuvante apresentava uma boa resposta e uma menor chance de

recorréncia quando comparado com o grupo de perfil negativo (UENO et al., 2018).

O Ki67 é uma proteina encontrada em células em proliferacéo, estando presente em
todas as fases do ciclo celular com excecdo da fase GO (LIN; PRICHARD, 2015). O Ki67 é um
importante marcador prognostico no cancer de mama. A marcagdo desta proteina maior que
20% das células neoplasicas totais se associa com um comportamento mais agressivo e a um
pior progndstico (CASSALI et al., 2020). Outro marcador relacionado com agressividade e pior
prognostico € a superexpressao de COX2, tal proteina influencia a proliferagdo celular, inibicéo
da apoptose, inducdo da angiogénese e modulacio do sistema imune (ARAUJO et al., 2016;
DENKERT et al., 2001; DORE, 2011; SILVEIRA et al., 2020). Ao mesmo tempo a avaliacio
de alguns marcadores permite a implementacdo de tratamentos com inibidores especificos
como os inibidores da COX2 e HER2 (COATES et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar as alteragdes das fibras coldgenas dos tumores mistos e correlacionar-las com
caracteristicas clinico-patologicas, expressdo de marcadores imuno-histoquimicos como
COX2, Ki67, HER2, RP e RP e presenca de metastase ganglionar e o impacto no tempo de

sobrevida.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a quantidade, arquitetura e orientacédo das fibras colagenas em tumores mistos;
° Correlacionar as alteracdes na quantidade, arquitetura e orientacdo das fibras colagenas
dos tumores mistos com o impacto na sobrevida global das pacientes;

° Correlacionar a expressdo dos marcadores KI-67 e COX-2 com os resultados na
quantidade, arquitetura e orientacdo das fibras coldgenas dos tumores mistos;

° Correlacionar a expressdo dos marcadores KI-67 e COX-2 nos tumores mistos com o

impacto na sobrevida global das pacientes.

3.  MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

Os topicos material e métodos, resultados e discussao serdo apresentados nesta sessao
sob a forma de um artigo cientifico elaborado durante o mestrado. O artigo serd submetido a

revista Veterinary Pathology e esta formatado segundo as normas desta revista.
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AlteracOes das fibras colagenas podem estar relacionadas com metastase

linfonodal nos carcinomas em tumores mistos caninos

Daiana Yively Osorio Tabordal, Ana Paula Vargas Garcial, Luana Aparecida
Reis?, Tamara Cristina Moreira Lopes?, Ana Maria de Paula?, Geovanni Dantas
Cassalil.”

Laboratério de Patologia Comparada, Departamento de Patologia Geral, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

’Departamento de Fisica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de

Minas Gerais, Brasil.

Resumo:

Os tumores mistos da glandula mamaria canina séo o tipo histolégico neoplasico
mais frequente no Brasil. Dentro deste grupo de neoplasias encontramos o tumor
misto benigno (TMB) e o carcinoma em tumor misto (CTM). Geralmente, animais
diagnosticados com CTM apresentam uma boa resposta ao tratamento e um maior
tempo de sobrevida, porém, existem alguns casos que evoluem com metastase
ganglionar, o que resulta na piora do prognostico. A maioria dos estudos do cancer
sao dirigidos a avaliacdo das proprias células tumorais, contudo, o desenvolvimento
das neoplasias esta intimamente relacionado com as altera¢des na matriz
extracelular (MEC). Essas alteracfes estdo presentes principalmente no colageno,
proteina mais abundante da MEC. Diante disso, a técnica de microscopia com
excitacao por dois fotons (SHG), € um método microscopico altamente sensivel que
permite avaliar a fibras colagenas com maior precisdo em comparacao as

coloracdes especiais. O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas
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organizacionais da rede de colageno nos tumores mistos e identificar mudancas
associadas ao surgimento de metastase. Para isso, foram selecionadas 69 amostras
distribuidas em 4 grupos: 23 casos de mama normal, 15 casos de tumor misto
benigno, 16 casos de carcinoma em tumor misto sem metastase ganglionar e 15
casos de carcinoma em tumor misto com metastase ganglionar. Neste estudo,
mediante a implementacédo de SHG, foi possivel observar que a presenca de
metastase ganglionar nos CTM estava associada a fibras colagenas mais curtas
(p=0,0330) e mais alinhadas (p=0,0143). Também foi possivel identificar uma
correlacdo entre a marcacéao acima de 30% total das células tumorais para COX2 e
um menor tamanho de fibras nos CTM (p= 0,045). Finalmente, podemos concluir
gue a andlise do CTM por meio de SHG permitiu reconhecer uma caracteristica do
colageno que pode ser responsavel pela saida de células neoplasicas para os

linfonodos regionais.

Palavras-chaves: Neoplasia mamaria animal, caes, microscopia de segunda

geracdo harmonico, metastase linfatica (MeSH).

*E-mail: cassalig@icbh.ufmg.br
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1. Introducéo

A prevaléncia e a incidéncia das neoplasias mamarias caninas aumentaram nos
ultimos anos, sendo uma das principais causas de morte nesta espécie. Acredita-se
gue este aumento esteja relacionado com o crescimento da populagéo de animais e
a exposicao aos fatores de risco que influenciam o desenvolvimento desta doenca
(Paoloni & Khanna, 2007). Os tumores mistos da glandula mamaria representam o
tipo mais frequentemente diagnosticado na medicina veterinaria, alcancando uma
proporcao de 45,18% dos casos de neoplasia mamarias (11,00% tumores mistos
benignos, 44,18% carcinomas em tumores mistos) segundo um levantamento feito
no Brasil em 2018 (Nunes et al., 2018).

Habitualmente, animais diagnosticados com CTM podem alcancar sobrevida de
1.800 dias, o que demonstra o bom prognostico relacionado a este tipo histoldgico,
ja que sao tumores que ndo desenvolvem metastases com frequéncia. Entretanto,
trabalhos apontam que a presenca de metastases nos CTM esta associada a um
menor tempo de sobrevida, apresentando uma mediana de 275 dias, o que indica
altas taxas de mortalidade (Aradjo, de et al., 2015). A discrepancia no prognéstico de
pacientes acometidos com CTM, representa um problema atual que afeta a conduta
dos médicos veterinarios e a perspectiva dos pacientes e tutores. A propria
complexidade dos CTM é responsavel de que ferramentas como a graduacéo
histol6gica ndo possam ser aplicadas pelas escassas areas de invasdo na maioria
destes tumores (Cassali et al., 2017; Nunes et al., 2019).

A implementacédo do enfoque a matriz extracelular (MEC) que cerca as celulas
tumorais dos CTM pode fornecer informacdes relevantes que sejam capaz de
reconhecer alteracdes associadas ao risco de surgimento de metastase linfonodal.

Alguns autores mencionam que alteracdes do microambiente que resultam em
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“endurecimento” do estroma associado ao tumor, favorecem a progressao tumoral e
0 processo de metastase (Giussani et al., 2015; Junttila & Sauvage, de, 2013).
Acredita-se que essas alteracdes responsaveis pelo “endurecimento” do estroma
acontecem na rede de colageno que envolve o tumor. O colageno se caracteriza por
ser um material ordenado simétrico ndo central que apresenta propriedades de um
microcristal, o que permite a implementacdo de métodos opticos refinados como a
microscopia por SHG, técnica Optica néo linear onde dois fétons de um laser
convertem-se em um unico féton com o dobro da frequéncia e metade do
comprimento de onda (CISEK et al., 2021; JAMES; CAMPAGNOLA, 2021; SUN et
al., 2004). Diante disso, a avaliacdo do microambiente tumoral em relacéo as
alteracdes quantitativas, organizacionais e de uniformidade do colageno em
neoplasias. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se alteracdes das fibras
colagenas de CTM se relacionam com as caracteristicas clinico-patolégicas,
expressdo de marcadores imuno-histoquimicos como COX2, Ki67, HER2, RP e RP e

presenca de metastase ganglionar e o impacto no tempo de sobrevida.
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2. Materiais e métodos
2.1 Amostras selecionadas
Foi realizado um estudo retrospectivo de cadelas diagnosticadas com tumores
mistos da glandula mamaria entre os anos 2011 a 2018. Para este estudo foram
selecionados 69 casos em laminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E)
distribuidas em 4 grupos: 23 casos de mama normal (MN), 15 casos de tumor misto
benigno (TMB), 16 casos de carcinoma em tumor misto sem metastase ganglionar
(CTM) e 15 casos de carcinoma em tumor misto com metastase ganglionar (CTMM).
As amostras em questao foram adquiridas do Laboratério de Patologia Comparada
(LPC) da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil. Os casos avaliados no estudo sao provenientes de remocdes cirurgicas de
lesBes neoplasica da glandula mamaria realizadas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais e encaminhadas ao laboratério para o
diagnéstico histopatoldgico. Os tumores foram classificados de acordo com os
critérios descritos no Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of
Canine Mammary Tumors de Cassali et al. 2020, sistema TNM estabelecido pelo
World Health Organization (WHO) e sistema de Nottingham modificado por Owen
(Cassali et al., 2020; Owen, 1980).
Os casos selecionados cumpriram critérios de inclusdo para a realizacéo deste
estudo. Foram selecionadas neoplasias que possuissem linfonodos regionais e
laudo de diagnostico histopatolégico completo. Para a realizacao das correlagdes,
foram coletadas informacdes clinicas como sexo, idade, status reprodutivo, aplicacéo
de hormdnios exdgenos, procedimentos cirdrgicos e data do diagnostico. Também

foi realizada a contagem em dias desde a data do diagndstico até a data de 6bito de
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todos os animais para a obtencao da sobrevida global dos casos avaliados em este

trabalho.

2.2 Imuno-histoquimica

Cortes histolégicos de 4um de espessura foram preparados para as reacoes de
imuno-hitoquimica, realizadas pelo sistema de deteccédo por polimero. Foi utilizado
um kit comercial de deteccdo anti-mouse/anti-rabbit (Novolink Polymer Detection
System, Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, Reino Unido) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para a recuperacéo dos antigenos dos receptores de
estrogénio (RE), progesterona (RP), Ki67, Ciclo-oxigenase-2 (COX2) e receptor do
fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), utilizou-se o calor a vapor
(Pascal®) com citrato pH 6,0 (Dako Cytomation Target Retrieval Solution, Dako,
Glostrup, Dinamarca). As laminas com os cortes histolégicos foram incubadas com o
anticorpo primario apropriado por 16 horas em camara umida a 4° C (1:50, clone
1D5, Dako), PR (1:50, clone hPRa2, Neomarkers), HER2 (1:200, policlonal, Dako) e
Ki67 (1:50, clone MIB-1, Dako) e COX2 (1:50, clone SP21, Invitrogen). A
imunorreatividade foi visualizada com o cromdgeno 3’-diaminobenzidina (DAB
Substrate System, Dako, Carpinteria, CA, EUA) e contrastada com a hematoxilina de
Mayer. Amostras de fragmentos de tecido mamario positivo para RE, RP, HER-2,
COX2 e Ki67 foram utilizadas como controles positivos das reacdes. Para os
controles negativos, o anticorpo primario foi substituido por solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS). A analise das marcacoes e a classificacdo dos
imunofendtipos foram realizados de acordo com Nunes et al. 2019 e Cassali et al.
2020. Também foram realizadas correlacdes entre a expressdo dos marcadores com

os achados do SHG nas fibras de colageno
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2.3 Microscopia com excitacao por dois fotons

A microscopia por geracao de segundo harmdnico foi realizada no Laboratorio de
Biofotbnica, Departamento de Fisica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade
Federal de Minas Gerais, Brasil. A montagem consiste em um sistema confocal de
varredura laser Olympus FV300 acoplado com um feixe do laser com comprimento
de onda de 800nm, que passa através de espelhos de varredura e de um espelho
dicréico e com uma objetiva de 20x (N.A. 0,90) incide na lamina corada em H&E. Foi
utilizada uma poténcia média de 5mW na amostra. Apés incidir na amostra, o sinal
SHG retro-espalhado € coletado pela objetiva e direcionado pelo espelho dicroico
(Semrock FF665-Di02) para o detector (uma fotomultiplicadora, PMT).
Posteriormente, a luz espalhada do laser é removida por um filtro banda fina (20nm
de largura de banda) centrado no comprimento de onda do segundo harmdnico
(400nm) (Garcia et al., 2021; Reis et al., 2020).

A fluorescéncia por excitacdo com dois fétons foi realizada utilizando o mesmo
equipamento da microscopia por SHG, analisando as mesmas regides nas que foi
coletado o sinal do SHG. Um filtro de banda (560-600nm) é utilizado antes da
fotomultiplicadora para eliminar o restante de laser espalhado e selecionar a banda
de fotoluminescéncia a ser coletada por uma segunda fotomultiplicadora, PMT2.
Esta faixa de comprimento de onda é escolhida para medir a fluorescéncia da
eosina. Apo6s incidir na lamina de H&E, a luz transmitida pela amostra € coletada por
uma lente no interior do condensador que é focalizado em uma outra

fotomultiplicadora (PMT3) (Garcia et al., 2021; Reis et al., 2020).
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Para a avalicdo dos casos foram seleccionadas entre 10 a 15 areas representativas
de cada corte histolégico, totalizando 966 imagens medidas para os 4 grupos do
estudo. Neste estudo foi utilizado como parametro de normalidade mama normal
(MN). Para a captura das imagens foram evitadas areas com presenca abundante
de osso, cartilagem e tecido adiposo que séo frequentes nos tumores mistos por
apresentarem proliferacdo de um componente mesenquimal com um padréo
expansivo. O trabalho foi realizado atendendo aos principios éticos fundamentais da
lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008 e do decreto n® 6.899 de julho de 2009, e com
as normas expedidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA). Aprovado pela “Comissdo de Etica no Uso de Animais” da

UFMG, sob n° 251/2018.

2.4 Avaliacédo das fibras colagenas

Para a analise quantitativa dos parametros de fibras coladgenas e de regides
celulares nas imagens foi utilizado o software em linguagem Python PyFibre - Python
Fibrous Image Analysis Toolkit (Garcia et al., 2021; Reis et al., 2020). Os valores das
métricas avaliadas nos cortes histologicos medidos como mama normal foram
utilizados como parametro de comparacgao entre os demais casos. Para a avaliacédo
das fibras colagenas e das caracteristicas celulares foram utilizadas laminas coradas
em H&E representativas para cada caso (tons rosas e roxos na primeira linha). O
sinal de SHG (em verde) é coletado na mesma lamina e consiste em um sinal
exclusivo das fibras colagenas que pela conformacéo estrutural sdo as Unicas
capazes de emitir este sinal no tecido avaliado. A fotoluminescéncia ou TPEF

consiste no sinal emitido pelo componente celular corado com eosina (em vermelho).
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Posteriormente, o programa sobrepde os sinais coletados a fim de avaliar os
componentes celulares e das fibras colagenas, extraindo as 6 métricas selecionadas
para este estudo: cobertura do segmento celular (Cell segment coverage), cobertura
do segmento de fibra (Fibre segment coverage), circularidade do segmento celular
(Cell segment circularity), orientacéo das fibras (fibre segment SHG coherence),
namero de fibras (No. Fibre) e comprimento médio da fibra (mean fibre length).

Para as duas primeiras métricas, cobertura do segmento celular e do segmento de
fibras, foram mensuradas as areas preenchidas por cada segmento e distribuidos os
dados dentro de uma faixa de zero a um de acordo a proporcéo de area ocupada
por cada componente. Para a primeira métrica, cobertura do segmento de fibras,
zero foi designado a areas complemente preenchidas por células e um para areas
completamente preenchidas por fibras colagenas. Para a segunda métrica, cobertura
do segmento celular, zero foi designado a areas completamente preenchidas por
fibras colagenas e um a areas completamente preenchidas por células. Para a
terceira métrica, circularidade do segmento celular, foi designado o valor de zero a
grupamentos celulares néo circulares e um a grupamentos celulares circulares. Para
a quarta metrica, organizacao das fibras de colageno, foi estabelecida uma faixa que
varia de zero a um, em que zero foi designado a fibras orientadas aleatoriamente e
um a fibras orientadas em uma direcéo Unica no tecido (Garcia et al., 2021; Reis et
al., 2020). Para a quinta métrica, numero de fibras colagenas, foi realizada a
contagem individual das fibras colagenas extraidas pelo programa nas areas
avaliadas. Finalmente, para a sexta métrica, comprimento medio das fibras de
colageno, foi realizada a mensuracdo do tamanho médio em pm nas areas

avaliadas.
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2.5 Analise estatistica

As analises foram realizadas no programa computacional Prism® (verséo 6,0,
GraphPad®, San Diego, CA, Estados Unidos) para sistema operacional Microsoft®
Windows®. Para todas as analises um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Foi realizada a analise de variancia unidirecional
(ANOVA) e comparacdes multiplas usando o teste HSD (honestly signifcant
diference) de Tukey para a comparacdo das métricas entre os grupos. Também,
foram realizadas analises de correlacdo de Pearson para os dados paramétricos e
Spearman para os dados ndo paramétricos. Neste trabalho foram realizadas
correlacdes entre os marcadores Ki67, COX2, HER2, RP e RE e as métricas
coberturas do segmento celular, cobertura do segmento de fibra, circularidade do
segmento celular, orientacdo das fibras, numero de fibras e comprimento médio da
fibra. Também foi implementada curva de Kaplan—Meier e o teste de Mantel-Cox log
rank para a avaliacdo da sobrevida relacionada a cada métrica do colageno. Por
ualtimo, foi realizada uma andlise univariada para a sobrevida associada a cada

métrica, incluindo somente animais tratados apenas com cirurgia.

3. Resultados

3.1 Caracterizacao das amostras

As caracteristicas dos pacientes como idade, grau histolégico, subtipo molecular e
tempo de sobrevida sdo mostrados na Tabela 1. Para este estudo foram
selecionados um total de 46 casos: 32,6% TMB (n=15), 34,7% CTM (n=16) e 32,6%
CTMM (n=15). A média de idade para os TMB foi de 11,4 anos, para os CTM foi de
11,3 anos e para os CTMM foi de 10,4 anos. A graduacéo histoldgica foi realizada

somente nos tumores malignos, sendo que, apenas 46% dos CTM (n=7) e 60% dos
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CTMM (n=9) apresentaram o numero requerido de areas de invasao. O perfil
molecular foi em sua maioria luminal A para os 3 tipos tumorais, 93,3% dos TMB
(n=14), 87,5% dos CTM (n=14) e 93,3% dos CTMM (n=14) se encaixaram dentro de
esta classificacdo. Por ultimo, a média de sobrevida foi calculada apenas para os
grupos CTM e CTMM, ja que esta avaliacdo néo é realizada em pacientes
portadores de tumores benignos. Para os casos CTM a média de sobrevida foi de
833 dias e para os CTMM foi de 691, com uma diferenca de 142 dias entre os

grupos, sendo menor a média de sobrevida nos casos associados a metastase

linfonodal.
Grau Subtipo

Tipo histolégico molecular
histolégico Luminal Luminal Sobrevida

n Idade | Il A B (dias)
TMB 15 11,4 NA NA 13 1 NA
CT™M 16 11,3 5 2 11 3 833
CTMM 15 10,4 7 2 10 4 691

Tabela 1. Dados descritivos dos 46 casos avaliados. TMB: tumor misto benigno, CTM:
carcinoma em tumor misto sem metastase, CTMM: carcinoma em tumor misto com

metastase, NA: N&o se aplica.

3.2 Andlise das imagens e parametros extraidos

A Figura 1 apresenta imagens representativas dos cortes histologicos mamarios
avaliados. Os tipos histoldgicos nas colunas sao indicados como MN, TMB, CTM e
CTMM. As linhas de um a trés mostram as regides selecionadas para medidas

(coloracdo H&E observada pela microscopia Optica), o sinal emitido pelo colageno
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(SHG) e o sinal emitido pela autofluorescéncia da eosina (TPEF) nessas regides
selecionadas. As linhas de quatro a sete apresentam as informacdes extraidas
(angle, fibre extraction, fibre network e cell network, respectivamente) para a
obtencéo das métricas do estudo. Observe na segunda linha o sinal de SHG em
verde emitido pelo colageno e os espagos em preto que representa a auséncia de
fibras colagenas. Pode ser observado no sinal captado do SHG, que a presenca de
regides com menor quantidade de fibras colagenas (sinal fraco) ou descontinuidade
do colageno sao encontradas nos grupos carcinomatosos (observe a imagem do
CTM). Na quarta linha (angle), os distintos angulos de cada fibra estéao
representados por cores variadas, sendo que quanto mais homogénea for uma
regido em sua gama de cores, ha um maior niumero de fibras orientadas em uma
mesma direcdo, como € observado no CTM. Por ultimo, as imagens do segmento de
fibras (fibre network) e do segmento de células (cell network) mostram que os CTM e
CTMM apresentam menor quantidade de fibras e maior quantidade de células em
comparacao a MN e TMB. Os detalhes das métricas e analises das imagens de MN,

TMB, CTM e CTMM estao descritos na secao “Materiais e métodos”.
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Figura 1. Imagens representativas em corte transversal de cortes histologicos de tecido
mamario canino corados com hematoxilina e eosina (H&E), sinal de segundo harmonico

(SHG), sinal de fotoluminescéncia (TPEF), representacéo da extracdo da rede de fibras e da
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rede de células dos grupos: mama normal (MN), tumor misto benigno (TMB), carcinoma em
tumor misto sem metastase ganglionar (CTM) e com metastase ganglionar (CTMM). Cell
segment — Segmento celular. Fibre segment — Segmento de fibras. Angle — angulo das

fibras. Fibres — fibras.

3.3 O aumento do grau de alinhamento e a diminui¢cdo na quantidade das fibras
coladgenas séo caracteristicas relacionadas a progresséao da doenca

A figura 2a representa os resultados da avaliacdo da orientacéo das fibras de
colageno (fibre segment SHG coherence) nos grupos do estudo. A orientacdo das
fibras colagenas na MN nao apresentou diferencas significativas quando comparada
com a orientacao das fibras no TMB, o0 que sugere que as fibras se encontram
orientadas em varias dire¢des, visto que, células normais ou em proliferacdo do tipo
benigno ndo estdo associadas a alteracdes na orientacado das fibras. Quando
comparados TMB e CTM, as fibras se apresentaram mais organizadas no caso do
CTM (p<0,0001), o seja, em determinas regides o colageno se alinhava e orientava
em uma Unica direcdo, como pode ser observado na quarta fileira da figura 1 em que
a cor verde predomina perante a outras. Entre MN e CTM, as fibras apresentam
maior organizagcéo no CTM (p= 0,0010). N&o obstante, os casos de CTMM néao
apresentaram fibras maior organizacéo das fibras em relagéo aos outros grupos
tumorais.

Também foram mensurados o numero das fibras colagenas nos 4 grupos avaliados
(figura 2b). Nesta avaliacdo, a MN apresentou maior numero de fibras quando
comparada com os grupos TMB, CTM e CTMM (p <0,0001). O TMB apresentou
maior numero de fibras quando comparado com CTM e CTMM (p<0,0001). Os
grupos CTM e CTMM nao apresentaram diferencas significativas no niumero de

fibras.
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Figura 2. Gréficos Scatter plot apresentando as 6 métricas selecionadas para 0s 4 grupos
do estudo. Métricas: Orientacao das fibras (fibore segment SHG coherence), nimero de
fibras (No. Fibre), comprimento médio da fibra (mean fibre length), cobertura do segmento
celular (Cell segment coverage), cobertura do segmento de fibra (Fibre segment coverage) e
circularidade do segmento celular (Cell segment circularity). Grupos: mama normal
(MN/NMT), tumor misto benigno (TMB/BTM), carcinoma em tumor misto sem metastase
ganglionar (CTM/CMT), CTMM: carcinoma em tumor misto com metastase ganglionar
(CTMM/CMTM). Os numeros entre parénteses indicam a quantidade de imagens adquiridas
para cada grupo avaliado. Significancia do valor p: p < 0,05 sdo denotados como (*), p <
0,01 séo indicados como (**), p < 0,001 séo indicados como (***) e p <0,0001 sao indicados

como (****),

3.4 Fibras de colageno mais curtas se associam a presenca de metastase
ganglionar

A figura 2c representa os resultados da avaliagdo do comprimento meédio das fibras
de colageno (mean fibre length) nos grupos do estudo. A comparacéo do tamanho
médio das fibras entre os 4 grupos (figura 2) demonstrou que a MN apresenta menor
comprimento meédio das fibras quando comparados com TMB, CTM e CTMM (p=
<0,0001). Quando comparados o TMB e o CTMM néo foram encontradas diferencas
no tamanho das fibras. Em contrapartida, o TMB apresentou fibras mais curtas em
relacdo ao CTM (p= 0,0005). Finalmente, foi possivel observar que o CTM

apresentou fibras com maior comprimento em relagédo ao CTMM (p=0,0330).
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3.5 A quantidade de areas cobertas pelos componentes celulares e de fibras
sdo caracteristicas preservadas nos tumores mistos

Os resultados da avaliacdo da cobertura do segmento celular e do segmento de
fibras dos grupos do estudo estéo representados nas figuras 2d e 2e. Quando foram
comparadas as areas de cobertura celular entre MN e TMB né&o foram encontradas
diferencas. Por outro lado, a MN apresentou menor nimero de areas cobertas por
células em relacéo aos grupos CTM e CTMM (p= <0,0001). Quando comparamos 0s
grupos carcinomatosos nao foi encontrada diferenca significativa na cobertura do
segmento celular.

Da mesma forma, a avaliacdo da cobertura do segmento de fibras ou a quantidade
da area medida coberta por fibras colagenas (figura 2e) demonstrou que 0s grupos
carcinomatosos apresentam proporc¢des similares na quantidade de areas coberta
por fibras colagenas. Na avaliacdo, MN e TMB né&o apresentaram diferencas
significativas. A MN apresentou maior quantidade de areas cobertas por fibras

colagenas quando comparado com CTM e CTMM (p<0,0001).

3.6 Circularidade do segmento celular € uma caracteristica associada a
proliferacdo neoplasica

A figura 2f representa os resultados da avaliagéo da circularidade do segmento
celular (cell segment circularity) nos grupos do estudo. O grupo MN apresentou
menor circularidade do segmento celular quando comparado com TMB, CTM e
CTMM (p<0,0001). Nao houve diferencas significativas entre os grupos TMB, CTM e

CTMM.
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4. Elevada expressao de COX2 apresenta correlagdo com menor tamanho da
fibra colagena

Foi realizado o estudo dos marcadores imuno-histoquimicos COX2, Ki67, HER2, RE
e RP nos casos de TMB, CTM e CTMM (tabela 2, figura 3). Também foram feitas
correlacdes entre todas as métricas das fibras colagenas obtidas mediante o SHG
com os resultados dos marcadores imuno-histoquimicos. Nesta analise ndo foram
encontradas correlacdes para os marcadores, Ki67, HER-2, RE e RP com as
alteracdes das fibras. No entanto, para o marcador COX2 foi observada uma
correlagdo com o comprimento médio da fibra colagena (figura 4). Onde a
distribuicdo maior que 30% se relacionou com um menor comprimento médio da

fibra nos tumores mistos (p= 0,045).

. p: 0,0064
' r: 0,4344
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Figura 4. Avaliacdo dos marcadores imuno-histoquimicos em tumores mistos da glandula
mamaria canina. Correlacéo entre a expressdo de COX2 dos casos carcinomatosos e o

comprimento médio da fibra (Mean fibre length). Distribuicdo de COX2: 0 =/< 30. 1: >30.
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4. Discusséo

Neste trabalho observamos fibras coladgenas mais organizadas nos CTM quando
comparados com os TMB e a MN (figura 2a). O que ja foi observado pelo nosso
grupo em 2021, onde todos os subtipos histolégicos neoplasicos apresentaram
fibras colagenas mais alinhadas e organizadas em comparacdo com a mama normal
(Garcia et al., 2021). Da mesma forma diversos padrées do colageno tém sido
descritos em outros trabalhos com o nome de TACS (Tumor-Associated Collagen
Signatures) ou padrdes do colageno no cancer (Dravid U & Mazumder, 2018;
Rueden et al., 2009).

Os TACS ou padrdes do colageno no cancer se dividem em 3. No TACS1 o
colageno denso circunda o tumor em estagio inicial em uma distribuicéo aleatéria, o
gue poderia explicar as fibras coldgenas desorganizadas no TMB e MN. Ja o TACS2
as fibras continuam circundando as células tumorais e se orientam paralelamente ao
tumor, padréo de organizacao que foi encontrado no CTM, onde as fibras
apresentaram maior organizacao em relacao aos outros grupos do nosso estudo.
Por ultimo, no TACS3 as fibras passam a se organizar perpendicularmente ao limite
do estroma do tumor, o que coincide com o resultado do CTMM no qual as fibras
colagenas apresentaram maior organizacao em relagdo ao CTMM (Dravid U &
Mazumder, 2018; Rueden et al., 2009).

Ao comparar o comprimento meédio das fibras colagenas foi possivel observar que o
CTMM apresentou fibras com menor comprimento em relagédo ao CTM. De acordo
com a literatura o rompimento das fibras colagenas se da principalmente pela
atividade de enzimas proteoliticas como as metaloproteinases que desempenha
atividade pré-tumoral no contexto do cancer favorecendo assim a invasao das

células neopléasicas (Garcia et al., 2021; Ricard-Blum, 2011; Xu et al., 2019). O
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Nosso grupo também observou dados semelhantes no trabalho anterior em que as
areas invasoras do CTM apresentaram fibras coladgenas mais curtas em relacao as
areas in situ do CTM. Nesse sentido, os CTMM s&o um grupo caracterizado por um
maior niumero de areas invasoras com rompimento de membrana basal e do tecido
conjuntivo adjacente o que termina na diminuicdo do comprimento das fibras
colagenas.

Na contagem do numero de fibras coldgenas os nossos dados mostraram que a MN
apresentou maior numero de fibras em relacdo aos grupos tumorais, o que pode ser
justificado pelas caracteristicas histolégicas da mama na cadela na fase de
involucéo ou pelas diversas fases estrais das pacientes avaliadas (ciclo estral ou
reprodutivo na fémea). Por esse motivo consideramos que o maior numero de fibras
na mama normal em relacéo aos tipos TMB, CTM e CTMM nao apresenta um
significado relevante.

Por outro lado, na comparacéo entre os grupos carcinomatosos CTM e CTMM
apresentaram a mesma quantidade de fibras e um menor nimero quando
comparado com o TMB. Os TMB se caracterizam por uma maior proliferagéo do
componente estromal em comparacao ao componente epitelial resultando em mais
tecido conjuntivo, diferente do que acontece no CTM e CTMM que séo
caracterizados pela proliferacdo exacerbada do seu componente epitelial (Bertagnolli
et al., 2011, Cassali et al., 2020).

O TMB, CTM e CTMM apresentaram maior cobertura de célula e menor cobertura
de fibras colagenas em comparacao a MN. Entre os tumores mistos, percebemos
gue o TMB apresenta menor cobertura de células e maior cobertura de fibras
colagenas em relacédo ao CTM e ao CTMM. Os dados cobertura do segmento celular

e do segmento de fibras séo resultados que coincidem com as caracteristicas
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especificas das neoplasias e principalmente com natureza dos tumores mistos.
(Cassali et al., 2011, 2020; Garcia et al., 2021).

Na avaliacéo da circularidade do segmento celular os TMB, CTM e CTMM
apresentaram areas mais circulares em comparacédo a MN (figura 2f). Posto que,
histologicamente os tumores mistos sao caracterizados pela proliferacédo epitelial em
nodulos ou focos e por isso é esperado que ndo exista diferencas entre os grupos do
estudo (Cassali et al., 2020).

Por ultimo, observamos que a distribuicdo de COX2 nos carcinomas em tumores
mistos apresentaram uma moderada correlacdo inversa com o comprimento das
fibras colagenas (figura 4). Na literatura tem sido relatado que a expressédo de COX-
2 esta relacionada a maior agressividade, pior prognadstico, proliferacéo celular,
inibicdo da apoptose, inducdo da angiogénese e modulacado do sistema imune
(Araujo et al., 2016; Denkert et al., 2001; Doré, 2011; Veloso et al., 2020). Por esse
motivo a inibicdo de COX2 tem sido implementada em alguns tipos de neoplasias
nas espécies humana e canina trazendo melhoras na resposta ao tratamento

(Cassali et al., 2017, 2020).
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5. Concluséo

A utilizacdo da microscopia por geracao de segundo harménico associada a
microscopia por absorcéo de dois fotons na avaliacéo das fibras colagenas permitiu
demonstrar diferencas significativas na organizacéo do colageno em neoplasias
mamarias mistas caninas em relagdo a mama normal. Foi possivel verificar que os
casos carcinomatosos apresentaram menor niumero de fibras colagenas. Em relacéo
ao comprimento médio das fibras, os carcinomas em tumores mistos que evoluiram
com metastase ganglionar apresentaram um menor comprimento. Também foi
possivel observar que antes do aparecimento da metastase ganglionar as fibras
comecam a se alinhar, facilitando, assim, a saida das células cancerosas e
consequentemente a progressdo da doenca. Foi possivel observar que a expressao
de COX2 apresenta correlacdo inversa com o comprimento das fibras. Assim, as
correlacdes estabelecidas com estes marcadores demostram que a utilizacdo de

técnicas sensiveis representa uma ferramenta Gtil e promissora.
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de Paula conta com uma linha de pesquisa focada no estudo de efeitos 6pticos ndo
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Scientific Reports o primeiro trabalho intitulado “Canine mammary cancer tumour
behaviour and patient survival time are associated with collagen fbre characteristics”.
Posteriormente, com a vinculagédo da autora principal deste trabalho, Daiana Y.O
Taborda, surgiu a proposta de avaliar os tumores mistos da glandula mamaria
canina, tipo histologico mais frequente na rotina diagnéstica em diferentes paises. O
grupo de pesquisa do LPC & pioneiro em estudos focados em TMB e CTM e o Unico

grupo que avaliou as fibras colagenas por meio de microscopia multifotdnica.
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6.

ANEXOS

Anexo 01: Analises de K167

Quantitativo por meio da contagem de células marcadas — Indice proliferativo:

indice proliferativo Valores
Baixo indice proliferativo Menor a 10%

indice proliferativo intermediario 10 — 25%
Alto indice proliferativo Maior a 25%

Anexo 02: Analises de COX2

57

e Avaliacdo semiquantitativo por estimativa de porcentagem de células marcadas em 5

campos de 400x;

e Distribuicdo (0 a 4) x intensidade (0 a 3) — Escore de entre 0-12.

Distribuicgéo Intensidade
0 (0%) 0: Auséncia
1 (<10%) 1: Marcacéo fraca (+)

2 (10-30%)

2: Marcagdo moderada (++)

3 (31-60%)

3: Marcacao forte (+++)

4 (>61%)

e Distribuicdo (0 a 4) x Intensidade (0 a 3):

Distribuicdo da | Intensidade da Marcacéo

marcagao 0 (Ausente) 1 (Fraca) 2 (Moderada) 3 (Forte)
0 (0%) Negativo Negativo Negativo Negativo
1 (<10%) Negativo Escore 1 Escore 2 Escore 3
2 (10-30%) Negativo Escore 2 Escore 4 Escore 6
3 (31-60%) Negativo Escore 3 Escore 6 Escore 9
4 (>61%) Negativo Escore 4 Escore 8 Escore 12




Anexo 03: Estadiamento clinico

Estadio T N M
| T1 NO MO

11 T2 NO MO
1 T3 NO MO
v Qualquer T N1 MO

\ Qualquer T Qualquer N M1
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Estadiamento clinico de tumores mamarios caninos. T: tamanho tumoral (T1 de 0-3 cm; T2: 3-
5cm; T3: >5cm); N: Metastase em linfonodos regionais (NO: livre; N1: metastatico); M:

metastases a distancia (M0: sem metastase; M1: com metastase).

Anexo 04: Certificado CEUA
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