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SUMÁRIO 





1. INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum entre mulheres em todo o mundo, 

motivando extensos estudos sobre prevenção e diagnóstico precoce para reduzir a 

morbimortalidade associada a essa condição (Toríbio et al., 2012). Na Medicina Veterinária, 

essa neoplasia também desperta grande interesse devido à elevada prevalência de tumores 

malignos em cadelas, que frequentemente resulta em diagnóstico tardio, comprometendo o 

tratamento e reduzindo a taxa de sobrevida dos animais (Cavalcanti & Cassali, 2006; Andrade 

et al., 2010; Estrela-Lima, 2010). Notavelmente, as neoplasias mamárias em cadelas e em 

mulheres compartilham similaridades epidemiológicas, clínicas, biológicas e genéticas, 

permitindo o uso da cadela como um modelo comparativo experimental relevante (Cassali, 

2000; Cassali, 2002; Misdorp, 2002; Uva et al., 2009; Rivera & Von Euler, 2011; Markkanen, 

2019). 

 O microambiente tumoral (MAT), composto por uma complexa interação de células 

não tumorais, como fibroblastos, macrófagos, células imunes, células vasculares e adipócitos, 

juntamente com a matriz extracelular (MEC), é fundamental tanto na iniciação quanto na 

progressão de diversas neoplasias, incluindo o câncer de mama (Pollard, 2010; Markkanen, 

2019). Cada um desses componentes exerce influências específicas no comportamento das 

células tumorais, modulando processos como a proliferação, a invasão e a resposta ao 

tratamento. Entre esses componentes, os macrófagos associados a tumor (MATs) 

desempenham um papel especialmente crucial. Estes macrófagos, particularmente na forma 

polarizada M2, são prevalentes no  e estão fortemente associados a prognósticos 

desfavoráveis. Eles promovem a progressão tumoral através da secreção de fatores de 

crescimento e pró-angiogênicos, contribuindo para a formação do estroma e a angiogênese, 

além de suprimirem a resposta imunológica antitumoral (Gyorki & Lindeman, 2008; Mantovani 

& Sica, 2010; Mahmoud et al., 2012). A presença de MATs está correlacionada a piores 

prognósticos em diversos tipos de câncer, incluindo o câncer de mama em humanos (Ueno et 

al., 2000; Wyckoff et al., 2004; Goswami et al., 2005; Qiu et al., 2018; Munir et al., 2021; Xiao 

et al., 2021; Xu et al., 2021) e caninos (Monteiro et al., 2018). 



Monteiro et al., 2018; Zhu et al., 2019; Jiang & Zhan, 2020; Orecchioni et al., 2019; DeNardo 

& Ruffell, 2019; Locati & Mantovani, 2020).

Além dos macrófagos, a MEC também desempenha um papel central na progressão 

tumoral. O colágeno, um dos componentes principais da MEC, tem uma função particularmente 

significativa no desenvolvimento de metástases em carcinomas mamários. Ele influencia 

diretamente a atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs), que são enzimas críticas na 

degradação e remodelamento da MEC, processos essenciais para a invasão e disseminação 

tumoral. A interação entre colágeno e MMPs tem sido amplamente estudada no contexto do 

prognóstico e terapias para o câncer, especialmente no câncer de mama (Hompland et al., 2008; 

Burke et al., 2013; Burke et al., 2015; Golaraei et al., 2016; Barcus et al., 2017; Case et al., 

2017; Conklin et al., 2018; Reis et al., 2020; Garcia et al., 2021; Garcia et al., 2024). 

Estudos têm demonstrado que, em comparação com a mama saudável, as glândulas 

mamárias neoplásicas exibem fibras colágenas mais organizadas e alinhadas, e essa 

organização correlaciona-se com prognósticos desfavoráveis (Case et al., 2017; Conklin et al., 

2018; Natal et al., 2018; Natal et al., 2019; Reis et al., 2020; Garcia et al., 2021; Garcia et al., 

2024). Alterações na densidade e na organização das fibras de colágeno não só refletem a 

agressividade do tumor, mas também estão associadas ao grau tumoral e à sobrevida global das 

pacientes, tanto em carcinomas mamários humanos quanto em caninos (Case et al., 2017; 

Garcia et al., 2021). Essas descobertas reforçam a importância da MEC e dos MATs na 

modulação do , influenciando diretamente o comportamento das células cancerosas e o 

desfecho clínico. 

 

 

 

 



2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Câncer de mama 

 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais frequentemente diagnosticado em mulheres 

em todo o mundo, correspondendo a aproximadamente 24% de todos os casos de câncer 

feminino. As neoplasias malignas da mama representam cerca de 11,6% dos cânceres em ambos 

os sexos, sendo o segundo tipo mais comum na população geral (WHO, 2022). Em 2021, foram 

estimados 66.280 novos casos de câncer de mama no Brasil, com um risco estimado de 61,61 

casos a cada 100 mil mulheres. Além disso, é a principal causa de morte por câncer entre as 

mulheres no Brasil, com uma taxa de mortalidade ajustada por idade de 12,23 por 100 mil 

mulheres. As regiões sul e sudeste apresentam as maiores taxas de incidência da doença (INCA, 

2023). 

Estudos nos Estados Unidos revelaram variações nos subtipos de câncer de mama 

dependendo das características da população. Em populações rastreadas, o câncer de mama 

positivo para receptores hormonais é o subtipo mais comum, com cânceres HER2-positivos 

constituindo 10-15% e os tumores negativos para receptores hormonais/HER2-negativo 

correspondendo a 13-17%. Em populações não triadas, a frequência é diferente, com maior 

proporção de cânceres RE-negativo/HER2-negativo (20-40%) e HER2-positivo (15-25%) 

(WHO, 2019). 

A biologia do câncer de mama também varia conforme a etnia, influenciando as taxas 

de mortalidade globalmente (Razzak, 2019). Por exemplo, mulheres afro-americanas 

apresentam maiores taxas de carcinomas triplos negativos e doença metastática, além de maior 

proporção de carcinomas pouco diferenciados, todos associados a uma menor sobrevida. O 

câncer de mama metastático representa 9% dos diagnósticos entre mulheres negras não 

hispânicas, comparado a 5-6% em outras mulheres (Harbeck et al., 2019). 

A origem do carcinoma da glândula mamária é multifatorial, sendo hormônios, dieta, 

fatores reprodutivos e genéticos os principais fatores de risco (WHO, 2021). Dados 

epidemiológicos sugerem que o estilo de vida ocidental, caracterizado por dieta hipercalórica, 

falta de exercício físico, obesidade, idade avançada para o primeiro parto, menor paridade e 

menor duração da lactação, está associado ao aumento da incidência da doença. A doença é 

mais frequente entre mulheres que têm menarca precoce, permanecem nulíparas, têm poucos 

filhos ou têm o primeiro filho em idade avançada. A utilização de esteroides exógenos 



(estrógenos ou progestágenos) também desempenha um papel importante no desenvolvimento 

de carcinomas mamários (WHO, 2021). 

A taxa de incidência do câncer de mama aumenta mais rapidamente antes da menopausa 

(~8% ao ano) do que após a menopausa (~2% ao ano), quando a síntese de estrógeno e 

progesterona pelos ovários cessa, e a produção de andrógenos ovarianos diminui gradualmente. 

O consumo de álcool está consistentemente associado a um aumento moderado no risco de 

câncer de mama, particularmente em cânceres positivos para receptores hormonais (WHO, 

2021). Embora o tabagismo ativo não tenha sido associado diretamente ao câncer de mama, 

mulheres que começam a fumar antes do primeiro parto apresentam um risco aumentado. Além 

disso, níveis mais altos de atividade física estão associados a uma redução no risco da doença, 

enquanto a associação entre índice de massa corporal e risco de câncer de mama é mais forte 

em mulheres na pós-menopausa (WHO, 2021). 

A identificação de genes de susceptibilidade ao câncer de mama esclareceu alguns 

aspectos da patogênese da doença esporádica e hereditária (Razzak, 2019). As características 

moleculares mais relevantes clinicamente estão relacionadas ao receptor de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER2), aos receptores hormonais (estrógeno e progesterona) e às 

mutações BRCA, dados que orientam o tratamento e a pesquisa clínica (Razzak, 2019). 

A malignidade e a progressão neoplásica dependem tanto do comportamento intrínseco 

das células tumorais quanto das mudanças no MAT que as rodeia (Rimal et al., 2022). O MAT 

desempenha um papel crítico no suporte ao crescimento tumoral e na facilitação de sua 

disseminação. A MEC, composta por colágeno, fibronectina e outras proteínas estruturais, 

também é constantemente remodelada e ajustada para facilitar a invasão e migração das células 

tumorais. A interação dinâmica entre esses elementos celulares e não celulares dentro do MAT 

cria um ambiente propício para o crescimento contínuo do tumor, resistência ao tratamento e 

eventual disseminação metastática. Essas complexas interações tornam o MAT um alvo 

promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que busquem interromper 

o suporte fornecido pelo microambiente às células tumorais (Piersma et al., 2020). 



 
Figura 01- Desenho esquemático representando a glândula mamária humana consistindo em ductos e lóbulos 
localizados em um ambiente rico em matriz extracelular (tecido conectivo intra e interlobular). Adaptado de J. M. 
Houthuijzenl & J. Jonkers, 2018. 

 

Dentro desse contexto de organização tecidual, podem alterações patológicas nos ductos 

ou nas unidades lobulares da mama, que são as unidades funcionais do tecido mamário. Entre 

elas, destaca-se o fibroadenoma, uma neoplasia benigna circunscrita do tecido lobular do ducto 

terminal, caracterizada por proliferação bifásica de células epiteliais e componentes estromais. 

Estes tumores podem apresentar um padrão de crescimento estromal ao redor dos ductos abertos 



de forma circunferencial e/ou em padrão intracanalicular com compressão estromal de ductos 

em fendas. Mitoses são incomuns, mas podem estar presentes em adenomas-fibrosos em 

pacientes jovens ou grávidas (WHO, 2019). 

Enquanto os fibroadenomas representam uma condição benigna, o espectro das 

neoplasias mamárias inclui patologias mais graves, como os carcinomas invasivos. Esses 

carcinomas abrangem um grupo heterogêneo de neoplasias epiteliais malignas, cuja 

classificação é baseada na presença ou ausência de expressão dos receptores hormonais (RE e 

RP) e da proteína HER2: RE-positivo, HER2-negativo; RE-positivo, HER2-positivo; RE-

negativo, HER2-positivo; e RE-negativo, HER2-negativo (WHO, 2019). 

Os carcinomas invasivos apresentam um amplo espectro histológico, descrito através 

de quatro características principais: (1) subtipo histológico, (2) Graduação de Nottingham, (3) 

presença ou ausência de invasão angiolinfática, e (4) componente in situ associado. A 

graduação histológica é baseada na formação de túbulos, pleomorfismo nuclear e contagem 

mitótica, resultando em uma pontuação que classifica os tumores como grau 1 (bem 

diferenciado), grau 2 (moderadamente diferenciado) ou grau 3 (pouco diferenciado) (WHO, 

2019). 

A expressão nuclear do receptor de estrogênio (RE) deve ser avaliada nos carcinomas 

mamários invasivos, devido à sua utilidade em prever o benefício da terapia endócrina. A 

expressão do receptor de progesterona (RP) tende a variar mais do que a do receptor de 

estrogênio, auxiliando na estratificação prognóstica dos casos RE-positivos, embora os limiares 

de RP específicos para essa finalidade ainda não estejam totalmente definidos (WHO, 2019). 

Existem também carcinomas mamários que apresentam características histológicas 

únicas, classificados como carcinomas invasivos de tipo especial. O carcinoma tubular (CT), 

por exemplo, é um câncer de mama invasivo, porém de baixa agressividade, caracterizado por 

túbulos bem estruturados, revestidos por uma única camada de células cancerígenas. Com uma 

prevalência de aproximadamente 1,6% de todos os carcinomas mamários invasivos, o CT tem 

um excelente prognóstico, com taxas de sobrevida de 5 anos variando de 88% a 96% (WHO, 

2019). 

O carcinoma micropapilar invasivo (CMI) é outro tipo de carcinoma mamário invasivo, 

composto por aglomerados de células malignas rodeados por espaços claros, com padrão de 

crescimento de dentro para fora. Os CMI são raros, representando 0,9 a 2% dos casos, e 

frequentemente apresentam metástases para linfonodos axilares. A morfologia micropapilar 

está associada a um pior prognóstico em relação aos carcinomas não especiais de mesmo 

tamanho (WHO, 2019). 



2.2.1 Caracterização histológica da glândula mamária canina saudável e neoplásica 

 

A glândula mamária canina é constituída por adenômeros bem desenvolvidos, 

característicos de sua classificação como glândula exócrina composta, tubuloacinosa ou 

tubuloalveolar, apócrina. Cada glândula é formada por um corpo mamário e uma papila 

mamária, onde desembocam numerosos ductos lactíferos principais. Abaixo do tecido 

subcutâneo, há um conjunto de estruturas conjuntivas que sustentam o parênquima glandular, 

composto por adenômeros do tipo tubuloacinosos. Esses adenômeros são constituídos por 



parede epitelial e cavidade contendo secreção, e ductos lactíferos. Os lúmens das glândulas 

tubuloacinares contêm secreção acidófila de aspecto homogêneo ou granular, na maioria dos 

casos. Os ductos excretores glandulares subdividem-se em intralobulares, interlobulares e 

principais, recebendo o leite produzido pelos tubuloácinos e conduzindo-o aos diferentes ductos 

principais que desembocam no ápice da papila mamária. O epitélio de revestimento dos ductos 

é simples e baixo nos segmentos intralobulares, tornando-se cúbico ou biestratificado nos 

ductos de maior calibre (Cassali et al., 2023). 

Embora a glândula mamária canina seja fundamental para o desenvolvimento de sua 

função exócrina, ela também é suscetível ao desenvolvimento de neoplasias, como os tumores 

mistos benignos (TMB). Esses tumores são caracterizados pela proliferação benigna de células 

epiteliais e mesenquimais, que produzem cartilagem, osso e/ou tecido adiposo, frequentemente 

combinados com proliferação de tecido fibroso (Misdorp et al., 1999). A proliferação de células 

mioepiteliais em associação com a matriz mixoide é a origem da cartilagem ectópica observada 

nesses tumores, sugerindo ser resultado da transição epitelial-mesenquimal ou mesenquimal-

mioepitelial (Erdelyi et al., 1991). Algum grau de pleomorfismo e atipia é frequentemente 

observado nesses casos, tornando o diagnóstico diferencial com o carcinoma em tumor misto 

mais desafiador. O TMB é o tumor benigno mais comum em cães (Misdorp et al., 1999; Cassali 

et al., 2017), enquanto em humanos, embora raro nas glândulas mamárias, ocorre de forma 

rotineira nas glândulas salivares, onde é denominado tumor misto ou adenoma pleomórfico 

(Voz et al., 2000). 

No entanto, a transformação maligna de tumores mistos benignos pode dar origem ao 

carcinoma em tumor misto (CTM). Este tipo de tumor, que representa cerca de 44% das 

neoplasias malignas da glândula mamária canina (Nunes et al., 2018), exibe um padrão 

histológico mais complexo, envolvendo componentes epiteliais e mesenquimais, dos quais 

alguns podem se tornar malignos, resultando no desenvolvimento de carcinomas. O CTM se 

caracteriza pela presença de células epiteliais com elevado pleomorfismo e mitoses atípicas, 

além de um crescimento infiltrativo, identificado pela descontinuidade da camada 

basal/mioepitelial e a penetração de aglomerados de células tumorais no estroma. Apesar dessa 

agressividade, o prognóstico é relativamente bom, com alta taxa de sobrevida global (Nunes et 

al., 2018; Cassali et al., 2017). 

Já os carcinossarcomas (CSS), que são menos frequentes, apresentam um prognóstico 

significativamente pior. Embora raros em humanos, os CSS são mais prevalentes na espécie 

canina, e apresentam comportamento clínico e patológico semelhante em ambas as espécies. 

Esses tumores são compostos por células que se assemelham a epitélio, exibindo diferentes 



tipos de diferenciação, como áreas sólidas, escamosas, mucinosas, anaplásicas e sarcomatosas, 

com diferenciação fibro, condro e osteomatosa (Misdorp et al., 1973; Cassali et al., 2017). A 

alta taxa de metástase dos CSS contribui para seu pior prognóstico em relação aos CTMs. 

Devido às similaridades morfológicas entre os CTMs e CSS nas glândulas mamárias de 

humanos e cães, essas neoplasias são frequentemente usadas como modelos comparativos para 

estudos de progressão tumoral (Cassali et al., 2017). 

Outro tipo raro de neoplasia mamária é o carcinoma micropapilar, associado a 

linfotropismo e prognóstico desfavorável (Cassali et al., 2020). Microscopicamente, esses 

tumores são caracterizados por espaços císticos bem definidos, que lembram vasos linfáticos, 

e estão distribuídos pela glândula mamária. Dentro desses espaços, aglomerados de células 

epiteliais formam padrões micropapilares, exibindo citoplasma eosinofílico, pleomorfismo 

nuclear evidente e nucléolos proeminentes. O índice mitótico é variável, e a presença de 

metástases em linfonodos é frequentemente observada (Cassali et al., 1999a; Cassali et al., 

2000; Cassali et al., 2020). O comportamento biologicamente agressivo do carcinoma 

micropapilar, com altas taxas de metástase e menor sobrevida global, ressalta a necessidade de 

estudos mais aprofundados (Gama et al., 2008; Gamba et al., 2013; Nunes et al., 2018). 

Por outro lado, os carcinomas com arranjo sólido apresentam um padrão de proliferação 

distinto, com células epiteliais organizadas em cordões, folhas ou aglomerados sólidos. Essas 

células tumorais são indiferenciadas, com pequenos núcleos hipercromáticos e um alto índice 

mitótico. Em alguns casos, as células podem apresentar citoplasma vacuolado, possivelmente 

de origem mioepitelial. A quantidade de estroma varia de pequena a moderada, e áreas de 

necrose são frequentemente observadas (Cassali et al., 2002a; Cassali et al., 2020). Assim como 

os carcinomas micropapilares, os carcinomas sólidos também estão associados a um 

prognóstico mais reservado, com menor sobrevida global (Nunes et al., 2018; Nakagaki et al., 

2021). 

Um estudo realizado por Nunes e colaborares em 2022, investigou a distribuição e o 

valor prognóstico dos imunofenótipos em carcinomas mamários caninos, utilizando um painel 

imuno-histoquímico conforme as recomendações da classificação de St. Gallen (Goldhirsch et 

al., 2011). A classificação dos subtipos 

  

Os imunofenótipos luminal B HER2- e HER2+ foram associados a pior sobrevida, 

maiores tamanhos tumorais, metástases linfonodais ou distantes, tipos histológicos mais 

agressivos e invasão angiolinfática. Esses achados têm implicações importantes para a 



definição do prognóstico e planejamento de terapias adjuvantes. Embora a classificação 

imunofenotípica seja um fator preditivo/prognóstico estabelecido no câncer de mama humano, 

terapias individualizadas para cada imunofenótipo ainda não estão amplamente disponíveis na 

oncologia veterinária (Nunes et al., 2022). Além disso, a expressão aumentada de Ki67 e a 

diminuição dos receptores hormonais também indicam um pior prognóstico e sugerem a 

necessidade de quimioterapia adjuvante (Cassali et al., 2019). 

 

A diversidade e complexidade das neoplasias mamárias humanas refletem-se também 

na medicina veterinária, onde os carcinomas mamários são as neoplasias mais frequentes em 

cadelas idosas (De Nardi et al., 2002; Nunes et al., 2018). Essas similaridades destacam a 

importância de estudos comparativos e a necessidade de abordagens detalhadas no diagnóstico 

e tratamento dessas neoplasias em humanos e animais. 

, as neoplasias mamárias espontâneas em cães são vistas como 

excelentes modelos de estudo para o câncer de mama humano 

A oncologia 

comparativa visa abordar algumas deficiências das pesquisas tradicionais, ampliando seu foco 

desde modelos clássicos de roedores até neoplasias espontâneas que se desenvolvem em 

animais. Essa abordagem é percebida como uma oportunidade para complementar e aprimorar 

a compreensão de doenças complexas, como o câncer, particularmente no que diz respeito ao 

desenvolvimento neoplásico, fatores de risco e mecanismos de tumorigênese. Devido a muitas 

semelhanças compartilhadas entre cães e humanos, o cão doméstico é considerado um dos 

melhores exemplos de oncologia comparada (Sorenmo et al., 2009; Queiroga et al., 2011b; 

Abadie et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Markkanen, 2019). 

O número de genes em cães e humanos é comparável evolutivamente, e as alterações 

conservadas no genoma são compartilhadas entre essas espécies (Karlsson & Lindblad-Toh, 



2008; Liu et al., 2014; Rowell et al., 2011). O câncer de mama se desenvolve espontaneamente 

em ambas as espécies, apresentando fisiopatologia, manifestações clínicas e histologia 

semelhantes (Queiroga et al., 2011; Liu et al., 2014; Bundesamt For Statistik, 2015; Markkanen, 

2019). Assim, o desenvolvimento de neoplasias espontâneas em cães apresenta fortes paralelos 

com o desenvolvimento e a progressão do câncer em humanos, sendo considerado o modelo 

animal mais próximo do homem. A maior expectativa de vida dos cães, em comparação aos 

modelos de roedores, e os fatores ambientais compartilhados entre cães e humanos, combinados 

com o fato de os cães frequentemente receberem um alto nível de assistência médica, fortalecem 

ainda mais essa análise comparativa (Sorenmo et al., 2009; Queiroga et al., 2011; Abadie et al., 

2017; Nguyen et al., 2017; Markkanen, 2019). 

Além disso, foi demonstrado que certas raças de cães possuem genes de predisposição 

para certos tipos de câncer, facilitando as comparações entre alelos de risco responsáveis pela 

doença em mulheres. Essas ideias enfatizam o potencial de utilização do cão como modelo para 

o câncer humano e oferecem a possibilidade de melhorar a compreensão da biologia tumoral e 

descoberta de novos biomarcadores (Queiroga et al., 2011; Rowell et al., 2011; Bundesamt For 

Statistik, 2015; Carvalho et al., 2016; Markkanen, 2019). 

Em termos relativos, ou seja, ao converter "anos do cão" em "anos humanos", a idade 

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

mamárias começa a aumentar após os 6 anos de idade (equivalente a 40 anos em mulheres), 

com picos entre os 8 e 14 anos (equivalente a 50 e 70 anos em mulheres) (INCA, 2022). Além 

disso, o câncer de mama é o câncer mais frequentemente diagnosticado em mulheres – 

excetuando-se câncer de pele não melanoma - e cães (Queiroga et al., 2011; Rowell et al., 2011; 

Bundesamt For Statistik, 2015; Carvalho et al., 2016; WHO, 2019; Markkanen, 2019).  

A anatomia da glândula mamária normal é semelhante em cães e mulheres. Os alvéolos 

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

mioepiteliais, sendo separados do tecido conjuntivo circundante pela membrana basal (Liu et 

al., 2014; Santos & Matos, 2015). Em ambas as espécies, a formação de neoplasias é vista como 

um processo dinâmico, iniciando-se com lesões hiperplásicas benignas que podem evoluir para 

carcinoma in situ (Markkanen, 2019). Posteriormente, essas neoplasias podem se tornar 

invasivas, marcadas pela ruptura da membrana basal e potencial de metástase. No nível 

molecular, muitas das principais alterações provocadas pelo câncer de mama em mulheres são 

reproduzidas em carcinomas mamários caninos, incluindo mutações da linhagem germinativa 

em BRCA1, BRCA2 e TP53, associadas a um risco aumentado de câncer de mama hereditário 

em humanos (Karlsson & Lindbland, 2008; Markkanen, 2019). 



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

clínico, o valor prognóstico de aspectos histopatológicos, como tipo e grau histológicos e 

subtipos moleculares (luminal A, luminal B, HER-2 positivo e triplo negativo basal-like), está 

conservado em carcinomas mamários caninos e humanos. As semelhanças entre as neoplasias 

nas duas espécies sugerem homologias abrangentes na biologia tumoral. Estudos em cães 

oferecem a oportunidade de identificar novos biomarcadores, não apenas para uso veterinário, 

mas também para benefícios em pacientes humanos (Gilbertson et al., 1983; Burstein et al., 

2004; Simpson et al., 2005; Sorenmo et al., 2009; Markkanen, 2019). A utilização de modelos 

comparativos pode auxiliar na diferenciação das vias moleculares da doença, pois os principais 

genes relacionados estão conservados nas duas espécies (Liu et al., 2014; Santos & Matos, 

2015). Além disso, ensaios clínicos em cães podem ser realizados em um período mais curto 

em comparação aos estudos em humanos, devido à vida útil reduzida dos cães e à manifestação 

clínica precoce da doença nas cadelas (Gilbertson et al., 1983; Burstein et al., 2004; Simpson 

et al., 2005; Sorenmo et al., 2009; Markkanen, 2019). 

A sinergia entre médicos veterinários, médicos e outros profissionais da saúde e do meio 

ambiente promove uma iniciativa conhecida como "One Health", que visa melhorar a vida de 

todas as espécies através da integração da pesquisa médica e veterinária. Essa abordagem pode 

ser mais eficiente e contribuir significativamente para o entendimento e tratamento do câncer 

de mama em mulheres e cães simultaneamente (Case et al., 2017; Markkanen, 2019). 

Aproximadamente metade das neoplasias da glândula mamária canina são malignas e, 

dependendo do subtipo histológico, estágio e grau histológico, podem estar associadas a um 

risco significativo de recorrência local e distante (metástase). Tal como ocorre em humanos, 

dois grandes obstáculos limitam os resultados bem-sucedidos em cães com carcinomas 

mamários: a identificação precisa de cães com alto risco de recorrência e a seleção de terapias 

eficazes para esses indivíduos. A falta de indicadores prognósticos precisos resulta em aumento 

da morbimortalidade, devido ao excesso de tratamento em pacientes com neoplasias malignas 

de baixo potencial metastático e terapias inadequadas para aqueles que requerem intervenção 

precoce e agressiva (Burke et al., 2015; Barcus et al., 2017; Conklin et al., 2018; Markkanen, 

2019). 

2.4 Microambiente durante a progressão tumoral 

A maioria das neoplasias origina-se de células epiteliais que, ao se tornarem tumorais, 

ignoram as barreiras dos tecidos onde normalmente residem. No entanto, essas células não 



vivem em um ambiente isolado e dependem fortemente do  para sobreviver e crescer 

(Hanahan, 2022). Esse microambiente é um sistema complexo de interações entre diferentes 

tipos de células não tumorais, como fibroblastos, células imunes, células vasculares e 

adipócitos, além da MEC, todos fundamentais para a progressão do câncer (Hanahan, 2022; 

Anderson & Simon, 2020; Markkanen, 2019; Vitale et al., 2019; Binnewies et al., 2018; Quail 

& Joyce, 2017). 

Entre os principais componentes desse microambiente, destacam-se as células 

vasculares, como o endotélio e os pericitos, que desempenham um papel crucial na angiogênese, 

processo essencial para a progressão tumoral. A formação de novos vasos sanguíneos garante 

o suprimento de oxigênio e nutrientes ao tumor em expansão. O endotélio regula o fluxo 

sanguíneo e interage diretamente com as células tumorais, facilitando sua invasão nos tecidos 

circundantes e a disseminação através da corrente sanguínea.  

Por sua vez, os pericitos fornecem suporte estrutural e regulam a permeabilidade dos 

vasos, permitindo a migração das células cancerígenas para outros órgãos, promovendo a 

formação de metástases (Carmeliet & Jain, 2011; Ribatti et al., 2015). Esse processo de 

angiogênese é frequentemente estimulado por fatores de crescimento secretados pelas células 

tumorais e pelos fibroblastos associados ao câncer (FACs), como o VEGF, que orquestram o 

desenvolvimento vascular em prol da progressão tumoral (Hanahan, 2022). 

Além das células vasculares, o  também interage com o sistema nervoso. Recentes 

descobertas apontam para o papel das terminações nervosas na progressão tumoral, em um 

fenômeno conhecido como neurogênese tumoral. Essa interação entre nervos e tumor estimula 

o crescimento do câncer, uma vez que os nervos liberam neurotransmissores que aumentam a 

proliferação, motilidade e invasividade das células tumorais. Assim, as conexões nervosas 

podem facilitar o avanço da doença e aumentar o potencial metastático do tumor (Zahalka & 

Frenette, 2020). 

As células imunes também são componentes centrais do , desempenhando um 

papel paradoxal. Inicialmente, algumas dessas células, como os neutrófilos, podem ter um papel 

antitumoral, combatendo diretamente as células cancerígenas. No entanto, à medida que o 

tumor se estabelece, os neutrófilos associados ao tumor (NATs) passam a apoiar a progressão 

tumoral, favorecendo a angiogênese e suprimindo a resposta imune. Além disso, os eosinófilos 

podem secretar citocinas que criam um ambiente mais permissivo para o crescimento tumoral, 

contribuindo para a imunossupressão (Fridlender et al., 2009; Carretero et al., 2015). 

Outro grupo importante de células imunes no  são os linfócitos T reguladores 

(Tregs). Esses linfócitos têm a capacidade de suprimir a resposta imune antitumoral, impedindo 



a ativação eficaz dos linfócitos T citotóxicos, que são essenciais na destruição de células 

tumorais. Com a presença elevada de Tregs, o tumor é capaz de escapar do sistema imune e 

continuar sua progressão. Além disso, as células dendríticas, normalmente responsáveis pela 

apresentação de antígenos e ativação das células T, podem ser inativadas pelo tumor, 

comprometendo sua função e permitindo que o câncer se dissemine sem ser detectado pelo 

sistema imune (

Dentro do microambiente, os fibroblastos associados ao câncer (FACs) desempenham 

um papel duplo. Eles são responsáveis pela produção da MEC, que não só fornece suporte 

estrutural ao tumor, mas também regula a sinalização celular que promove a proliferação e 

migração das células tumorais. Além de produzirem proteínas como colágeno e fibronectina, 

os FACs secretam fatores de crescimento e citocinas que facilitam a invasão tumoral, 

promovendo o remodelamento do estroma e a transição epitelial-mesenquimal (Sahai et al., 

2020; Kalluri, 2016). 

Os adipócitos, tradicionalmente conhecidos como células de armazenamento de 

gordura, também têm um papel crucial no . Em tumores, como o de mama, os adipócitos 

associados ao tumor (AACs) fornecem ácidos graxos livres e outros metabólitos para as células 

cancerígenas, apoiando seu metabolismo acelerado e facilitando a progressão metastática. Além 

disso, esses adipócitos secretam citocinas pró-inflamatórias que promovem a transição epitelial-

mesenquimal (TEM), o que favorece a invasão e a disseminação das células tumorais (Nieman 

et al., 2013; Dirat et al., 2011). 

Por fim, a MEC é outro componente dinâmico do , sendo continuamente 

remodelada pelas células tumorais e estromais. A MEC é composta por uma rede de proteínas, 

como colágeno e fibronectina, que regulam diretamente a sinalização celular e o 

comportamento das células cancerígenas. A rigidez da MEC está associada a um 

comportamento mais agressivo das células tumorais, promovendo a proliferação, migração e 

invasão. Esse desequilíbrio na produção e degradação da MEC favorece a invasão tumoral e a 

formação de metástases, tornando a matriz um alvo importante para terapias que visam 

interromper a progressão do câncer (Pickup et al., 2014; Mouw et al., 2014). 



Assim, todos esses componentes – desde células vasculares, imunes, adipócitos e 

fibroblastos até a MEC – interagem de maneira dinâmica e orquestrada para promover o 

crescimento e disseminação do tumor. Isso demonstra que o câncer não é apenas uma doença 

das células tumorais, mas também do seu microambiente, sendo essencial 

³, I 1³ e TNF α, induzem a diferenciação de fibroblastos normais em fibroblastos associados 

MEC ³, 

³, estimulam o recrutamento de células T reguladoras (Treg) e células supressoras 



Figura 02- Microambiente tumoral e a progressão do câncer de mama. Fonte: Adaptado de Terceiro et al., 2021. 

2.4.1 Fibras colágenas  





2.4.2 Macrófagos associados ao tumor 

 

Os macrófagos, componentes essenciais do sistema imunológico inato, fazem parte do 

sistema fagocitário mononuclear e desempenham funções cruciais, como a fagocitose de 

patógenos, a modulação da inflamação e a coordenação do reparo tecidual (Condeelis et al., 

2006; Kim et al., 2019). Nesse contexto, os MATs desempenham um papel particularmente 

importante. A maioria desses MATs é derivada de monócitos da medula óssea, recrutados para 

o local do tumor em resposta a quimiocinas e citocinas, como a proteína quimiotática de 

monócitos 1 (MCP-1/CCL2) e o fator estimulante de colônias 1 (CSF-1) (Qian & Pollard, 2011; 

Murray et al., 2011; Wynn & Pollard, 2013; Yona & Gordon, 2015). 



A origem dos MATs tem sido objeto de debate, com evidências sugerindo que podem 

derivar tanto de monócitos circulantes quanto de macrófagos de origem embrionária. Estudos 

recentes indicam uma origem mista, na qual ambos os tipos contribuem para o crescimento 

tumoral (Mass et al., 2016; Guilliams & Scott, 2017; Zhu et al., 2017; Bain & Jenkins, 2018). 

Dependendo da origem dos MATs, diferentes funções são atribuídas a essas células. Por 

exemplo, enquanto os macrófagos teciduais residentes derivados do saco vitelino estão 

relacionados à proliferação celular e fibrose, os macrófagos derivados dos monócitos da medula 

óssea estão associados à apresentação de antígenos, afetando o crescimento e metástase das 

células tumorais (Guilliams & Scott, 2017; Zhu et al., 2017; Bain & Jenkins, 2018; Xu et al., 

2021). 

Os macrófagos podem ser classificados em um espectro de estados de ativação, com os 

extremos representados pelos macrófagos M1, classicamente ativados, e os macrófagos M2, 

alternativamente ativados. Os macrófagos M1, induzidos principalmente por interferon-´ (IFN-

´), lipopolissacarídeo (LPS) e fator estimulante de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-

CSF), exercem efeitos citotóxicos sobre as células cancerígenas. Em contraste, os macrófagos 

M2, estimulados por IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TGF-³, VEGF e outras citocinas específicas, 

fornecem uma vantagem nutricional para as células tumorais, promovendo seu crescimento e 

sobrevivência. No entanto, além dessas duas categorias, diversos estudos têm identificado 

subtipos de macrófagos que não se encaixam perfeitamente no modelo M1/M2. 

hidrogênio (H₂O₂), e são caracterizados pela expressão elevada de genes antioxidantes. Esse 

Essa diversidade funcional demonstra que os macrófagos não seguem apenas um padrão 

fixo de ativação M1/M2, mas sim adotam uma ampla gama de estados intermediários e subtipos 

especializados, dependendo do microambiente patológico em que se encontram. Essa 

plasticidade é essencial para a capacidade dos macrófagos de responderem de maneira dinâmica 



a diferentes desafios biológicos, incluindo tumores e inflamações crônicas (Heusinkveld et al., 

2011; Monteiro et al., 2018; De Nola et al., 2019; Orecchioni et al., 2019; Zhu et al., 2019; 

DeNardo & Ruffell, 2019; Nakamura et al., 2020; Jiang & Zhan, 2020; Locati & Mantovani, 

2020). 

Muitos estudos mostraram que os MATs são amplamente polarizados em direção ao 

fenótipo M2, promovendo a progressão tumoral e restringindo a resposta imune antitumoral 

(Monteiro et al., 2018; Orecchioni et al., 2019; Zhu et al., 2019; DeNardo & Ruffell, 2019; 

Nakamura et al., 2020; Jiang & Zhan, 2020; Locati & Mantovani, 2020; Xu et al., 2021). 

Embora os MATs sejam frequentemente classificados como pró-inflamatórios (M1) ou 

imunossupressores (M2), eles existem em um espectro de estados de ativação intermediários, 

em resposta às condições heterogêneas do  (Martinez & Gordon, 2014; Xue et al., 2014; 

Orecchioni et al., 2019; Locati & Mantovani, 2020; Guilliams et al., 2021). 

O  orquestra notavelmente os mecanismos moleculares que programam esses 

macrófagos (Alessandrini et al., 2019; Viola et al., 2019; Van Den Bossche et al., 2017). Dada 

a heterogeneidade dos MATs e a falta de marcadores específicos e confiáveis para atingir 

seletivamente os subconjuntos desejados, as abordagens atuais para a classificação dos 

macrófagos enfrentam desafios. Portanto, é essencial realizar análises mais detalhadas dos 

diferentes subconjuntos de MATs, considerando sua localização no tumor, para desenvolver 

terapias mais eficazes. Tecnologias avançadas, como imunofluorescência multiplex e 

citometria de massa, estão permitindo uma compreensão mais profunda da diversidade e 

plasticidade dos MATs, revelando a complexidade de suas funções no  e fornecendo 

evidências para o desenvolvimento de novas estratégias de pesquisa (Martinez & Gordon, 2014; 

Xue et al., 2014; Orecchioni et al., 2019; Locati & Mantovani, 2020; Guilliams et al., 2021). 

Em termos de ativação e plasticidade, os MATs exibem uma variedade de estados 

funcionais. Embora geralmente tendam ao fenótipo M2, associado à promoção tumoral, 

também expressam marcadores característicos do fenótipo M1, reconhecido por suas 

propriedades antitumorais (Qian & Pollard, 2010; Biswas & Mantovani, 2010; Mantovani et 

al., 2017; Orecchioni et al., 2019; Locati & Mantovani, 2020; Guilliams et al., 2021). Além 

disso, a localização dos MATs no tumor é um fator determinante de suas funções específicas, 

influenciando diretamente seu comportamento e impacto no . Nas áreas invasivas do 

tumor, os MATs desempenham um papel facilitador na invasão de células cancerosas, liberando 

enzimas, citocinas e fatores de crescimento que degradam a MEC e promovem a migração 

celular (Condeelis & Pollard, 2006; Qian & Pollard, 2010; Laoui et al., 2014; Ruffell & 



Coussens, 2015; Cassetta & Fragkogianni, 2020; Xue et al., 2021; Liu et al., 2022; Hosseini & 

Vatanmakanian, 2022). 

Dados clínicos revelam uma correlação entre altas concentrações de MATs na frente 

invasiva do tumor e um prognóstico desfavorável em determinados tipos de câncer, enquanto 

em outros, os MATs estão associados a desfechos mais positivos. Nessa região de fronte 

tumoral, os MATs podem expressar moléculas imunossupressoras, como PD-L1, que inibem a 

resposta imune efetora, ou moléculas coestimuladoras, como CD80 e CD86, que potencializam 

a ativação de células T (Zhu et al., 2014; Noy & Pollard, 2014; Mantovani et al., 2017; Pyonteck 

et al., 2019; Locati et al., 2020; Müller & Salem, 2021; Hosseini & Vatanmakanian, 2022). 

Evidências sugerem que os MATs participam de diferentes estágios e aspectos do 

desenvolvimento tumoral, secretando diversos fatores, como IL-1/6/8/10, IGFI, VEGF, MMP-

7/9, uPA, TNF-α e TGF-³. Estudos demonstraram que os MATs secretam IL-6, uma citocina 

associada à tumorigênese, que desempenha um papel importante na proliferação, diferenciação 

e sobrevivência das células tumorais (Yao et al., 2014; Dong et al., 2020; Zhong et al., 2020). 

Outro membro da família das interleucinas, CXCL8 (IL-8), também está amplamente envolvido 

na tumorigênese devido à sua pluripotência, incluindo angiogênese e efeitos mitogênicos. A 

CXCL8 é principalmente secretada por macrófagos mononucleares, e estudos mostram que os 

MATs diminuem a expressão do receptor de estrogênio em tecidos de carcinoma mamário 

através da secreção excessiva de CCL8, associada à invasão tumoral e pior prognóstico (Shah 

et al., 2013). 

A infiltração de MATs está intimamente associada à expressão de VEGF e densidade 

microvascular (MVD), que afetam conjuntamente o prognóstico dos pacientes. Outro estudo 

demonstrou que macrófagos M2 secretam MMP-9, responsável por promover a progressão da 

neoplasia em cânceres de mama e cólon, sendo considerados marcadores prognósticos e 

potenciais alvos de estudo (Azevedo et al., 2020; Gonzalez-Avila et al., 2020). Em cânceres de 

mama receptores de estrogênio positivos, a MMP-9 secretada por MATs foi associada a pior 

sobrevida global; porém, em cânceres de mama receptores de estrogênio negativos ou triplos 

negativos, essas associações não foram relatadas (Pelekanou et al., 2018). 

No nicho perivascular, os MATs exibem características particulares, expressando altos 

níveis de TIE2 e promovendo processos como angiogênese tumoral, metástase e recidiva pós-

tratamento. A frequência desses MATs perivasculares correlaciona-se positivamente com a 

densidade de microvasos em determinadas neoplasias humanas, evidenciando sua contribuição 

para a vascularização neoplásica (Lewis & Pollard, 2006; Venneri et al., 2007; De Palma & 

Naldini, 2009; Coffelt et al., 2010; Harney et al., 2015; Larionova & Patysheva, 2020; Moradi 



et al., 2021; Mazzieri & De Palma, 2021; Zhu & Wang, 2021). Além disso, estão implicados 

na revascularização e na recidiva tumoral após intervenções terapêuticas. Em sítios 

metastáticos, como os pulmões, um subconjunto específico de macrófagos facilita a extravasão 

de células cancerosas e a formação de metástases (Qian & Pollard, 2010; Harney et al., 2015; 

DeNardo & Ruffell, 2019). 

Áreas hipóxicas ou necróticas dentro do tumor também influenciam o comportamento 

dos MATs. Nesses microambientes, elevados números de MATs estão associados ao aumento 

da angiogênese tumoral, metástase, redução da sobrevida livre de recidiva e diminuição da 

sobrevida global, especialmente em cânceres de mama, endometrial e cervical (Noy & Pollard, 

2014; Chiarugi & Cirri, 2019; Hughes & Qian, 2020; Komohara & Fujiwara, 2021; Mulder & 

Van, 2021). A hipóxia estimula os MATs a promoverem angiogênese, evasão imunológica e 

disseminação metastática. Esse ambiente também induz alterações metabólicas nos 

macrófagos, que afetam diretamente as funções das células tumorais adjacentes, como a 

liberação de HMGB1 pelas células cancerosas, estimulando a produção de IL-10 pelos MATs 

(Chiarugi & Cirri, 2019; Hughes & Qian, 2020; Komohara & Fujiwara, 2021; Li et al., 2021). 

A IL-10 é uma citocina multicelular com efeitos imunossupressores, capaz de inibir a 

liberação de antígenos pelo sistema fagocítico mononuclear (Saraiva et al., 2010; Mannino et 

al., 2015). Um estudo demonstrou que a IL-10 promove a transformação de macrófagos em 

macrófagos do tipo M2 no  e que esses macrófagos M2 polarizados, por sua vez, secretam 

altos níveis de IL-10 (Liu et al., 2020). No câncer de mama, a superexpressão de IL-10 derivada 

de macrófagos resultou no desenvolvimento do tumor por meio da ineficiência das respostas 

dependentes de células T CD8+ à quimioterapia. Além disso, a IL-10 é um fator independente 

para o prognóstico adverso em pacientes com câncer de mama negativo para o RE (Ruffell et 

al., 2014). Para as células T, o VEGF bloqueia a diferenciação das células T progenitoras em 

linfócitos CD4+ e CD8+, enfraquecendo a função imunológica dessas células. Por outro lado, 

o VEGF aumenta a infiltração dos MATs, gerando um feedback positivo para a presença de 

VEGF e MATs (Mandic et al., 2014). 

Os MATs também exercem importante função na metastização das células tumorais, 

liberando o ativador de plasminogênio tipo uroquinase (uPA) e regulando positivamente a 

expressão do receptor para uPA (uPAR), que pertence ao sistema fibrinolítico. A combinação 

uPA-uPAR inicia as reações para o remodelamento da MEC, degradando seus componentes e 

induzindo a migração de células tumorais do sítio primário da neoplasia (Mahmood et al., 

2018). O aumento do uPAR também pode induzir a agregação de macrófagos ao tecido normal 

mediante um feedback positivo. Nos carcinomas ductais mamários in situ e invasores, os 



monócitos sanguíneos com níveis mais altos de uPAR podem ser recrutados seletivamente em 

tecidos neoplásicos e induzir níveis elevados de uPAR nos MATs através da ação parácrina 

(Hildenbrand et al., 1999). Como membro dos fatores de crescimento transformadores, o TGF-

³ é uma citocina multifuncional que atua como um potente supressor tumoral no estágio inicial 

do câncer, mas em estágios mais avançados, participa da indução da transição epitelial-

mesenquimal (Xu et al., 2021). Assim, os MATs estão envolvidos na secreção de citocinas e 

fatores de crescimento que influenciam o remodelamento da matriz, crescimento tumoral, 

metástase e progressão (Xu et al., 2021). 

 

 
Figura 03- Macrófagos associados ao tumor (TAMs) na progressão e metástase do câncer de mama. Os TAMs 
estão envolvidos em múltiplos mecanismos que levam à progressão tumoral e metástase. Esses mecanismos de 
promoção tumoral incluem a transição epitelial-mesenquimal, o remodelamento da matriz extracelular, o 
enriquecimento de células-tronco cancerígenas e a angiogênese. Citocinas, enzimas e outros fatores derivados dos 
TAMs são mediadores chave desses processos. Fonte: Adaptado de Stavrou and Constantinidou, 2024.  
 
 

Assim como nas mulheres, nas cadelas a infiltração de MAT está relacionada com a 

progressão e o prognóstico do câncer de mama e com a sobrevida das pacientes, reforçando o 

potencial dessas células como indicadores prognósticos no carcinoma mamário invasivo 

canino. O estudo realizado por Monteiro e colaboradores em 2018, mostrou que uma contagem 

mais alta de MATs apresenta uma correlação positiva com invasão e progressão do CTM, 



havendo uma mudança de MAT M1 em TMB a MAT M2 em CTMs. Contagens mais altas de 

MAT foram associadas a maior densidade, maiores taxas de proliferação celular, presença de

invasão e metástase linfonodal, bem como sobrevida global. Altos níveis de infiltração de MAT 

foram associados com características clinicopatológicas agressivas em carcinomas mamários 

caninos. Altas contagens de MAT estromal e total foram correlacionadas com metástase em 

linfonodo e com pior prognóstico, uma característica esperada uma vez que os macrófagos 

possuem a capacidade de remodelar o estroma tumoral, aumentando a migração e invasão das 

células neoplásicas (Monteiro et al., 2018).  

Essas características reforçam o papel dos macrófagos na progressão do carcinoma 

mamário canino. Neste trabalho não foram encontradas associações entre o aumento da 

infiltração dos MAT e o grau histológico (Monteiro et al., 2018). Tanto as células epiteliais 

neoplásicas como as células estromais produzem substâncias capazes de remodelar a MEC, 

induzir a migração celular, atuar como quimioatraentes e promover proliferação e sobrevivência 

celular. Contagens mais altas de MATs intratumorais e MATs estromais também estão 

correlacionados com a diminuição da sobrevida e pior prognóstico (Monteiro et al., 2018). 



dois fótons com frequência ω gerando um fóton com o dobro da frequência.





 



3. HIPÓTESE 

Os carcinomas mamários humanos e caninos associados a prognósticos desfavoráveis têm 

fibras colágenas mais curtas e maior infiltração de macrófagos M2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

4.2 Objetivos específicos 
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5. MATERIAL E MÉTODO 

 

5.1 Seleção das amostras humanas 

Este é um estudo retrospectivo de 20 amostras de glândula mamária saudável e 69 casos 

de neoplasias mamárias benignas e malignas. Foram incluídas amostras com informações sobre 

o tamanho tumoral, presença ou ausência de metástases linfonodais, grau histológico, subtipo 

molecular e taxa de proliferação celular. As amostras foram obtidas no setor de biópsia da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. As amostras 

foram provenientes do Hospital das Clínicas da UFMG. As lâminas foram confeccionadas a 

partir de fragmentos de glândula mamária saudável ou neoplásico obtidos de biópsias de 

setorectomia, mastectomia simples, mastectomia radical unilateral ou bilateral dependendo do 

tamanho tumoral, estadiamento clínico, drenagem linfática e localização da neoplasia. 

Amostras de glândula mamária humana saudável foram adquiridas a partir de mamoplastias 

realizadas no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da UFMG.  

 

5.2 Seleção das amostras caninas 

Este é um estudo retrospectivo de 12 amostras de glândula mamária saudável e 74 casos 

de neoplasias mamárias benignas e malignas, de ocorrência espontânea. Foram incluídas 

amostras com informações sobre o tamanho tumoral, presença ou ausência de metástases 

linfonodais, grau histológico, subtipo molecular e taxa de proliferação celular. As amostras 

foram obtidas dos arquivos do Laboratório de Patologia Comparada da Universidade Federal 

de Minas Gerais (UFMG), Brasil. O material foi encaminhado do Hospital Veterinário da 

UFMG para o Laboratório de Patologia Comparada. As lâminas foram confeccionadas a partir 

de fragmentos de glândula mamária saudável ou neoplásico obtidos de biópsias de 

setorectomia, mastectomia simples, mastectomia radical unilateral ou bilateral dependendo do 

tamanho tumoral, estadiamento clínico, drenagem linfática e localização da neoplasia. 

Amostras de glândula mamária canina saudável foram adquiridas a partir de tecidos mamários 

sem alterações das cadeias mamárias recebidas no Laboratório de Patologia Comparada.  

 

 

 

 



5.3 Avaliação histopatológica 

 

As amostras humanas foram coletadas no período de 2010 e 2020 e foram 

classificadas histologicamente com base nos critérios descritos na Organização Mundial da 

Saúde (WHO, 2019) incluindo os tipos histológicos fibroadenoma (Fb, n=12), carcinoma 

tubular (CT, n=4), carcinoma invasivo (CI, n=37) e carcinoma micropapilar (CM, n=16). As 

amostras caninas foram coletadas no período de 2009 a 2020 e foram classificadas 

histologicamente com base nos critérios descritos no Consensus for the Diagnosis, Prognosis 

and Treatment of Canine Mammary Tumors (Cassali et al., 2020) incluindo os tipos 

histológicos benigno em tumor misto (TMB, n=15), carcinoma em tumor misto (CTM, n=14), 

carcinossarcoma (CSS, n=6), carcinoma micropapilar (MP, n=16) e carcinoma com arranjo 

sólido (CAS, n=23).  

Informações sobre o tamanho tumoral (T), acometimento neoplásico de linfonodos 

regionais (N) e presença de metástases à distância (M) foram apresentados como variáveis 

isoladas, uma vez que informações sobre metástase à distância não são devidamente relatadas 

devido às dificuldades de diagnosticar esta variável. O grau histológico foi estabelecido 

conforme o sistema de Nottingham.  

 

 

5.4 Microscopia por absorção de dois fótons 

 

O sistema de imagem empregado neste estudo combinou imagens SHG e TPEF usando 

uma configuração personalizada que compreende uma unidade de varredura a laser confocal 

Olympus FV300 conectada a um microscópio vertical BX61. Para amostras humanas, 1.200 

seções representativas de tecido mamário humano normal e tipos histológicos humanos 

avaliados foram escolhidos de lâminas coradas com H&E. Para amostras caninas, 1.304 seções 

representativas de tecido mamário normal e tipos histológicos caninos avaliados de seções 

coradas com H&E foram definidos. Nos casos em que as lâminas histológicas incluíam regiões 

mamárias normais, imagens das 10 áreas mais representativas em amostras humanas e caninas 

foram capturadas. Em relação aos tecidos neoplásicos, 10 a 15 regiões intratumorais altamente 

representativas foram selecionadas para medições. Os sinais SHG e TPEF de áreas selecionadas 



foram medidos para análises posteriores. Além disso, imagens de microscopia de campo claro 

de tecido corado com H&E foram adquiridas das mesmas áreas medidas usando o microscópio 

Olympus BX41 acoplado à câmera SPOT Insight Color para fins comparativos. O software de 

captura usado foi o SPOT Advanced. 

Para a aquisição das imagens de microscopia de absorção de dois fótons, foram 

utilizadas lâminas histológicas coradas com eosina e hematoxilina a partir de tecidos fixados 

em formalina e embebidos em parafina. Foram selecionadas 

 

DM1. O sinal de üuorescência passa por uma lente e por uma íris que barram a luz proveniente 



diferentes regiões da banda de üuorescência. Após passar pela região confocal, o laser passa 

em 505nm. Um ûltro passa banda (560

5.5 Aquisição e Análise de Imagens de SHG e TPEF 

 
A análise quantitativa dos parâmetros das fibras de colágeno e segmentos celulares foi 

obtida usando um pacote de software de código aberto chamado PyFibre (Python Fibrous Image 

Analysis Toolkit) que foi desenvolvido para realizar uma segmentação automatizada de 

imagens em regiões de colágeno e células e extrair seus parâmetros (disponível gratuito no 

GitHub) (Langford, 2020). No procedimento de análise, os sinais SHG e TPEF, bem como uma 

cópia dos dados da transmissão do laser, são usados para melhor identificar as fibras de 

colágeno e as características celulares nas imagens. O sinal SHG permite identificar as fibras 

de colágeno. Para mapear as localizações das fibras de colágeno como uma rede, usamos uma 

versão modificada do algoritmo FIbeR Extraction (FIRE) (Stein et al., 2008; Bredfeldt et al., 

2014). Informações adicionais do TPEF e sinais de transmissão são então usadas para refinar 

ainda mais o limite entre as áreas fibrosas e celulares. A análise do PyFibre gera um banco de 

dados com todas as métricas extraídas das imagens para análise, cujos detalhes podem ser 

encontrados na documentação online do software (Langford, 2020). A segmentação da imagem 

permite que os cálculos sejam realizados especificamente para as regiões celulares e de fibras 

colágenas da imagem. Os valores das métricas avaliadas são utilizados como parâmetros de 

comparação entre os tecidos normais e o tecido neoplásico. As medidas de coerência das fibras 

SHG caracterizam a organização das fibras colágenas como regiões puramente isotrópicas 

(valor 0) e regiões em que as fibras colágenas estão perfeitamente alinhadas, ou anisotrópicas 

(valor 1). A rede de fibras de colágeno extraída permite medir também o número de fibras e o 

comprimento da fibra. A ondulação média da fibra é uma medida da linearidade das fibras 

colágenas extraídas das regiões estromais, onde 1 significa fibras totalmente lineares e 0 fibras 

totalmente onduladas. Os parâmetros da área de cobertura da fibra e da área de cobertura do 

segmento celular são a porcentagem da imagem coberta pelos recursos de fibra e celular, 



respectivamente. Uma forte correlação negativa entre o segmento de fibra e os parâmetros de 

cobertura do segmento celular talvez seja esperada, mas não é garantida pelo método de análise. 

 

5.6 Imuno-histoquímica e imunofluorescência 

imunorreatividade foi visualizada com o cromógeno 3’

A coloração por imunofluorescência foi realizada conforme descrito em um estudo 

anterior por Rodrigues et al. (2016) e Monteiro et al. (2018). Resumidamente, seções de 5 µm 

de fragmentos de neoplasias mamárias caninas e humanas embebidos em parafina foram 

colocadas em lâminas previamente revestidas com gelatina. As amostras foram submetidas à 

recuperação antigênica em solução Trilogy sob calor úmido a 120°C por 20 minutos. Após a 

recuperação antigênica, as seções foram lavadas em solução salina tamponada com fosfato 



(PBS) e, em seguida, permeabilizadas com PBS contendo 0,5% de Triton-X-100 (Sigma-

Aldrich). Posteriormente, a ligação não específica foi bloqueada usando PBS suplementado 

com 1% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich). 

. Para a detecção de iNOS2, as seções foram incubadas com 

anticorpo secundário Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG (1:1000, Life Technologies). 

Posteriomente os núcleos foram contracorados com DAPI (dados do DAPI) e em seguida as 

lâminas foram montadas usando o reagente Prolong Gold Antifade (Life Technologies). 

Controles negativos foram incluídos em todas as reações, omitindo os anticorpos primários. As 

seguintes configurações de excitação/emissão foram usadas: DAPI (405 nm/415-480 nm), 

FITC (488 nm/500-525 nm), R-PE (543 nm/550-630 nm) e Alexa Fluor 647 (630 nm/>650 

nm). As imagens foram adquiridas em microscópio confocal invertido Zeiss LSM 880 (CAPI). 

Os anticorpos utilizados foram padronizados em nossa rotina laboratorial, e sua especificidade 

antigênica foi confirmada por meio de nossa própria pesquisa e por referência a outros estudos 

publicados (Rodrigues et al., 2016; Monteiro et al., 2018). 

 

5.6.1 Avaliação da imunoexpressão para determinação do imunofenótipo 

 

A leitura das lâminas para determinação dos imunofenótipos foi realizada conforme a 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2019) para as neoplasias mamárias humanas e 

conforme o Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary 

Tumors (Cassali et al., 2020) para as neoplasias mamárias caninas. Avaliamos a 

imunomarcação do Ki67, dos receptores hormonais (RE e RP) e HER2, de modo a determinar 

os imunofenótipos das amostras neoplásicas. A imunomarcação para Ki67 foi feita 



considerando a expressão nuclear em 500 células tumorais, observadas com uma ampliação de 

400x. A porcentagem de células positivas foi usada para classificar a expressão de Ki67 em 

baixa (≤ 20%) ou alta (>20%). Em relação aos receptores hormonais, a imunomarcação foi 

avaliada pela intensidade da marcação nuclear, com quatro categorias de positividade: (+) entre 

1-25%, (++) entre 26-50%, (+++) entre 51-75% e (++++) para mais de 75% das células com 

imunomarcação positiva. 

A imunomarcação para HER2 foi avaliada considerando a imunoexpressão membranar 

das células neoplásicas. A classificação foi feita em quatro níveis: (-) para ausência de marcação 

ou marcação fraca/incompleta, (+) para marcação fraca/incompleta em 10% ou mais das células 

tumorais, (++) para marcação moderada/incompleta em mais de 10% das células tumorais e 

(+++) para marcação completa e intensa em mais de 10% das células. 

Com base nesses parâmetros, as amostras foram categorizadas em quatro grupos de 

imunofenótipos. O grupo Luminal A incluiu tumores com Ki67≤20%, receptores hormonais 

positivos em qualquer intensidade e HER2 negativo. O grupo Luminal B incluiu tumores com 

Ki67>20%, receptores hormonais positivos em qualquer intensidade e HER2 negativo. O 

fenótipo HER2 superexpresso incluiu tumores com qualquer percentual de Ki67, receptores 

hormonais negativos e HER2 positivo. Finalmente, os tumores classificados como Triplo 

Negativo apresentaram qualquer percentual de Ki67, receptores hormonais negativos e HER2 

negativo.  

 

5.6.2 Imunoexpressão e quantificação dos macrófagos 

 

A imunorreação foi considerada positiva para os anticorpos direcionados aos 

macrófagos quando foi observada marcação citoplasmática difusa ou granular, sem 

envolvimento do núcleo. A identificação dos macrófagos foi baseada na imunorreatividade 

positiva ao anticorpo específico, além de características morfológicas típicas dessas células. A 

contagem foi realizada sem conhecimento prévio da condição clínica dos pacientes, com a 

análise sendo conduzida em cinco áreas de maior infiltração ("hot-spots") identificadas 

inicialmente sob baixa magnificação (100x) e, em seguida, imagens capturadas com aumento 

de 400x. A escolha das áreas de maior infiltração, em vez de áreas aleatórias, foi baseada em 

sua relevância biológica (Leek et al., 1996; Takeuchi et al., 2004). 

 

 



5.7 Comitê de ética 

 

O estudo com amostras caninas foi realizado conforme os princípios éticos 

fundamentais estabelecidos pela lei n.º 11.794, de 8 de outubro de 2008, e pelo decreto n.º 

6.899, de julho de 2009, bem como pelas normas emitidas pelo Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA) e as diretrizes internacionais para pesquisa em animais: 

Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE). Todos os protocolos 

experimentais foram aprovados pela "Comissão de Ética no Uso de Animais" da UFMG, sob o 

número 83/2021. 

A pesquisa com amostras de tecido humano foi previamente aprovada pela "Comissão 

de Ética em Pesquisa" da UFMG (COEP-UFMG), sob o número 43947521.3.0000.5149/2021. 

Todos os experimentos foram conduzidos conforme a Declaração de Helsinque. Por se tratar 

de um estudo retrospectivo, realizado em lâminas histopatológicas de arquivo, a necessidade de 

consentimento informado de todos os sujeitos e/ou seus responsáveis legais foi dispensada pela 

COEP-UFMG. 

 

5.8 Análises estatísticas  
 

A distribuição dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk para amostras 

menores e o teste de Kolmogorov-Smirnov para amostras maiores. Para os dados paramétricos, 

foram empregados os testes ANOVA e HSD de Tukey para múltiplas comparações de médias 

entre grupos. Para os dados não paramétricos, foram empregados os testes Kruskal Wallis e o 

teste de Dunn para múltiplas comparações de médias entre grupos. O coeficiente de correlação 

de postos de Spearman foi utilizado para investigar a relação entre parâmetros 

clinicopatológicos, as características das fibras de colágeno e a infiltração de macrófagos nas 

neoplasias mamárias. Curvas de Kaplan-Meier foram geradas para estimar as taxas de sobrevida 

específicas para o câncer, e as comparações entre grupos foram realizadas utilizando o teste de 

log-rank de Mantel-Cox. Para as correlações feitas entre os parâmetros de colágeno e os dados 

de sobrevida global das pacientes, foram incluídas apenas pacientes tratados cirurgicamente. A 

pontuação 1 foi atribuída aos pacientes que morreram de câncer de mama e 0 aos pacientes 

vivos. Pacientes que morreram por outros motivos foram censuradas. O teste qui-quadrado e o 

teste exato de Fisher foram utilizados para examinar a potencial associação entre as 

características das fibras de colágeno, infiltração de macrófagos (como variável categórica) e 



os dados clinicopatológicos, como grau histológico, estadiamento clínico, taxa de proliferação 

celular e subtipo molecular. Tabelas de contingência foram utilizadas para apresentar essas 

associações. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o Prism (versão 8.0, 

GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos), com um nível de significância estabelecido em 

p<0,05. Valores de p menores que 0,0001, 0,001, 0,01 e 0,05 são denotados por ****, ***, ** 

e *, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os tópicos <Resultados e Discussão= serão apresentados nesta sessão sob a forma de 

dois artigos científicos. O artigo 01 foi publicado na revista Scientific Reports (anexo 01). 

 

Identificação do artigo publicado: 

Garcia APV, Reis LA., Nunes FC., Longford FGJ, Frey JG, De Paula AM, Cassali GD. Canine 

mammary cancer tumour behaviour and patient survival time are associated with collagen fibre 

characteristics. Scientific Reports, v. 11, p. 5668, 2021. 
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ABSTRACT  

New diagnostic and therapeutic approaches have been increasingly demanded due to the high 

morbidity and mortality associated with breast cancer. Recently, changes in the collagen fibres 

in mammary neoplasms have been shown to provide information that can be helpful for more 

accurate diagnosis. We aimed to conduct a comparative analysis of the tumour stroma in human 

and canine mammary neoplasms to assess the relationship between collagen modifications and 

the behaviour of carcinomas in both species, by multiphoton microscopy. We present a 

retrospective study of 70 cases of human mammary tumour and 74 cases of canine mammary 

tumour. We analysed sections stained with haematoxylin and eosin from 1,200 representative 

areas of normal mammary tissue, fibroadenoma, grade I invasive carcinoma, grade III invasive 

carcinoma and invasive micropapillary carcinoma in human species and 1,304 representative 

areas of normal mammary tissue, benign mixed tumour, mixed carcinoma, carcinosarcoma, 

invasive micropapillary carcinoma and solid carcinoma in canine species. We obtained that 

both human and canine mammary carcinomas present lower density of collagen fibres, higher 

density of cells and the collagen fibres are more aligned than in normal tissue. For human 

mammary carcinomas, the collagen fibres are more linear as compared to normal tissue. In 

addition, we demonstrated that the carcinomas with unfavourable prognosis present shorter 

collagen fibres, and these collagen changes correlate with the clinical and pathological data in 

human and canine species. For dogs, there is a correlation between the mean fibre length with 

the specific survival times. Thus, we demonstrate that dogs provide an excellent comparative 

perspective for studying how changes in the tumour stroma affect patient survival.  

 

Key-words: collagen fibre; collagen alignment; tumour microenvironment; breast cancer; 

matrix remodelling; tumour-associated stroma. 

 

 

 

 



Mammary gland neoplasms are characterized by collagen deposition, remodelling, and 

linearisation of the extracellular matrix, leading to fibrosis that promotes malignancy1,2. The 

stiffened stroma enhances tumour cell growth, survival, and migration, driving an epithelial-

mesenchymal transition. A rigid stroma also induces angiogenesis, hypoxia, and compromises 

antitumour immunity3. It is a well-established fact that the tumour microenvironment, also 

known as the tumour-associated stroma, is composed of a diverse combination of non-tumour 

cells, such as fibroblasts, macrophages and other immune cells, vascular cells, adipocytes, and 

others, in addition to the extracellular matrix. Studies demonstrated that tumour-associated 

stroma plays a key role in the initiation and progression of a wide variety of neoplasms, having 

multiple roles in tumour biology4,5. Collagen, specifically, plays a crucial role in metastasis 

development in breast cancer, as well as in matrix metalloprotease activity, that has been the 

subject of a considerable number of planned and therapeutic studies of many types of cancer6-9 

and specifically in breast cancer10-18. It has been shown that the neoplastic mammary glands 

present more organized and defined collagen fibres when compared to the healthy breast. 

Therefore, collagen organization is correlated with unfavourable prognosis1,15-21. Furthermore, 

changes in collagen density and fibre organization were associated with tumour grade and 

overall survival in human15 and canine18 breast carcinomas. 

Neoplasms naturally developed in domestic dogs have increasingly been used as a valuable 

source of information to better understand the biology of breast cancer development in women. 

The canine species presents pathophysiological similarities with the human species and can 

help in research for new diagnoses and therapies related to this neoplasm22-28. The field of 

comparative oncology aims to approach some existing research deficiency, broadening its focus 

from classic rodent models to spontaneous tumours that develop in animals. This additional 

perspective is perceived as a chance to complement and improve the understanding of complex 

diseases, such as cancer, in relation to tumour development, risk factors and mechanisms of 

tumourigenesis. Due to the many similarities shared between dogs and humans, the domestic 

dog has been considered one of the best examples of comparative oncology21,22,25,26,28-30. Thus, 

the aim of this study was to carry out a comparative analysis of the tumour stroma in human 

and canine mammary neoplasms to evaluate the links between changes in collagen fibres and 

the behaviour of carcinomas in both species. The study was based on morphological, 

clinicopathological, immunophenotypic data and imaging by second harmonic generation 

(SHG) and two-photon excited fluorescence (TPEF) microscopy in cases of human mammary 

and canine mammary tumour. 



Materials and Methods 

Case selection 

This retrospective study involved the analysis of 70 cases of human mammary neoplasms, 74 

samples of canine mammary tumours, 20 healthy samples of human mammary tissue, and 12 

healthy samples of canine mammary tissue. The canine mammary tissue samples were obtained 

from the archives of the Comparative Pathology Laboratory at the Federal University of Minas 

Gerais (UFMG), Brazil. The human mammary tissue samples were collected from the biopsy 

sector archives of the Faculty of Medicine at the Federal University of Minas Gerais (UFMG), 

Brazil. Both the canine and human samples were sourced from naturally occurring tumours in 

patients undergoing treatment at the UFMG Veterinary Hospital and the UFMG Hospital das 

Clínicas. Healthy canine mammary tissue samples were acquired from mammary tissues 

without mammary chain abnormalities received at the Comparative Pathology Laboratory. 

Healthy samples of human breast tissue were obtained from breast reduction surgeries 

performed at the Hospital das Clínicas of UFMG. The selection process encompassed samples 

with comprehensive information regarding tumour size, presence or absence of regional or 

distant metastasis, and histological grade.  

The two-photon microscopy images were performed on histological slides stained with 

haematoxylin and eosin (H&E). The slides were prepared using sections of healthy or neoplastic 

mammary tissue sourced from biopsies involving procedures such as setorectomy, simple 

mastectomy, or unilateral/bilateral radical mastectomy, determined by factors including tumour 

size, tumour site, lymphatic involvement, and clinical stage. The selected canine samples were 

collected between 2009 and 2020 and submitted to histological classification according to the 

Classification and Grading of Canine Mammary Tumors31,32 and Consensus for the Diagnosis, 

Prognosis and Treatment of Canine and Feline Mammary Tumours33-36. The selected human 

samples were collected from 2010 to 2020 a were classified histologically based on the criteria 

described in the World Health Organization37. For correlations between collagen fibre 

organization parameters, number, waviness and mean fibre length, collagen density and cell 

density and patient-specific survival, only data from patients treated with surgery alone were 

included. Score 1 was assigned to patients who died from breast cancer and 0 to living patients. 

Patients who died for reasons other than mammary cancer were not included. 



The canine sample study was performed in view of the fundamental ethical principles under 

law no. 11.794, of October 8, 2008 and of decree no. 6.899 of July 2009, and with the rules 

issued by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and the 

international Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE). All experimental 

protocols were approved by the <Ethics Committee on the Use of Animals= at UFMG, under 

number 83/2021.  

The research on human tissue sample was previously approved by the <Research Ethics 

Committee= at UFMG (COEP-UFMG) under No. 43947521.3.0000.5149/2021. All 

experiments were carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. As a retrospective 

study, performed on archive histopathological slides, the need for informed consent from all 

subjects and/or their legal guardian(s) was waived by the COEP-UFMG. 

Performing immunohistochemistry 

Histological sections, measuring 4 µm thick, were prepared for immunohistochemical analysis. 

A commercial anti-mouse/anti-rabbit detection kit (Novolink Polymer Detection System, Leica 

Biosystems, Newcastle Upon Tyne, United Kingdom, REF RE7158, LOT 6092583), was used 

following the manufacturer's instructions. Antigen retrieval for estrogen receptor (ER), 

progesterone receptor (PR), Ki67 and HER2 was performed using steam heat (Pascal®) with 

citrate pH 6.0 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 10X low pH, REF 00-4955-58, LOT 

2410220, Life Technologies’ Corp., 5781 Van Allen Way, Carlsbad, CA92008). The 

histological sections were incubated with the corresponding primary antibodies for 1 hour in a 

humid chamber at 4 °C. Primary antibodies used included ER (Dako Cat# ER-14-0481, 

RRID:AB_1545347, goat anti-human EP1 receptor, PTGER1 antibody, unconjugated, LOT 

11303512, REF IR084, ready-to-use), PR (LSBio LifeSpan Cat# LS-C26712, 

RRID:AB_2283822, progesterone receptor (PGR) mouse monoclonal (hPRa2+hPRa3) 

antibody, anti-human/mouse/rat, unconjugated, LOT XI3703736, REF MA512642, 0.4mg/mL, 

1:50), HER2 (Dako Cat# AP7629e, RRID: AB_2262284, rabbit anti-human HER2, polyclonal 

antibody, unconjugated, REF A0485, LOT 00060381, 0.50g/mL, 1:200), and Ki67 (Thermo 

Fisher Scientific Cat# MA5-31796, RRID:AB_2787419, mouse anti-human MIB1 receptor, 

2A7B1 antibody, unconjugated, LOT 20067572, REF M7240, 46 mg/mL, 1:50). 

Immunoreactivity was visualized using 3,3'-diaminobenzidine chromogen (Novolink Polymer 

Detection System, Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, United Kingdom, REF RE7158, 

LOT 6092583) and counterstained with Mayer's haematoxylin. Positive controls for the 



reactions consisted of fragments of canine and human mammary tissues positive for HER-2, 

ER, PR and Ki67. The primary antibody was omitted and chromogen was added to both for 

negative controls. The evaluation of the slides, the quantification of immunoreactive and the 

classification of immunophenotypes were carried out in accordance with the World Health 

Organization32 guidelines (for human samples) and the criteria established by Nunes et al.33 (for 

dog samples). The antibodies used were standardized in our laboratory routine, and their 

antigenic specificity was confirmed through our own research and by reference to others 

published studies33-38. 

Image acquisition and analyses  

The imaging system employed in this study combined SHG and TPEF imaging using a custom 

setup comprising an Olympus FV300 confocal scanning laser unit connected to a BX61- upright 

microscope. The SHG images allow to extract information from the collagen fibres and the 

TPEF allows to extract details of the cell arrangements in the tissue. Details of the image 

acquisition methodology is described in our previous publications17,18,39. In brief, we used 

140 fs pulses centred at the wavelength of 800 nm. The beam is focused on the sample 

microscope slab by a 20X objective with a high numerical aperture (NA=0.9) and the images 

are obtained in back scattering geometry. The SHG is measured at 400 nm using a filter with 

bandwidth of 20 nm by directing the signal to a non-descanned detector placed just above the 

objective. The fluorescence signal from the eosin dye staining the tissue is measured by the 

standard de-scanned detector of the confocal unit at the wavelength band of 560 to 600 nm. The 

transmitted laser image is also collected by the condenser of the microscope. We measured 

images at the optimized focus position and at ±1 µm from this position to allow for noise 

filtering by the software. The images were acquired for areas of 0.47x0.47 mm2. For human 

samples, 1,200 representative sections of normal human breast tissue (NMTh) and evaluated 

human histological types were chosen from H&E-stained slides. For canine samples, 1,304 

representative sections of normal mammary tissue (NMTc) and canine histological types 

evaluated from sections stained with H&E were defined. In cases where histological slides 

included normal mammary regions, images of the 10 most representative areas in human and 

canine samples were captured. Regarding neoplastic tissues, 10 to 15 highly representative 

intratumoural regions were selected for measurements. SHG and TPEF signals from selected 

areas were measured for further analyses. Additionally, brightfield microscopy images of H&E-

stained tissue were acquired from the same measured areas using the Olympus BX41 



microscope coupled to the SPOT Insight Color camera for comparative purposes. The capture 

software used was SPOT Advanced.  

Our quantitative analyses of collagen fibre and cell segment parameters utilized PyFibre, an 

open-source software package (Python Fibrous Image Analysis Toolkit), that we specifically 

designed for automated segmentation of images into cellular and collagen regions, allowing 

extraction of pertinent parameters. PyFibre is openly accessible on GitHub40. During the 

analyses process, the integration of SHG and TPEF signals along with laser transmission data 

was employed to improve the accurate identification of collagen fibres and cellular features in 

the images. This approach utilized the TPEF and SHG signals, in addition to a copy of the laser 

transmission data, to better discern collagen fibres and cellular features in the images. Data 

were extracted and analysed according to Reis et al.17, Garcia et al.18 and Gomes et al.39. 

Statistical analysis  

The Shapiro-Wilk test was employed to assess normality in small sample groups, while the 

Kolmogorov-Smirnov test was used for larger sample groups. Due to the non-parametric nature 

of the data, the Kruskal Wallis test and the Dunn test were performed for multiple comparisons 

of the medians between groups. We employed Spearman's Correlation Coefficient and linear 

regression statistical tests to establish correlations between clinicopathological data of patients 

and collagen fibre parameters. The cancer-specific survival rate was estimated using the 

Kaplan–Meier curve, and the comparisons between groups were performed using the Mantel-

Cox log rank test. To evaluate the independence or association between the categorical variables 

mean fibre length and histological grading, clinical staging, cell proliferation and significant 

molecular subtype between categorical variables using the chi-square test and Fisher's Exact 

Test. The graphs were presented in contingency graphs. These analyses were performed using 

Prism (version 8.0, GraphPad, San Diego, CA, United States). A value of p < 0.05 was 

considered statistically significant for all analyses. The p values less than 0.001 are denoted by 

(***), p less than 0.01 are denoted by (**) and p less than (0.05) are denoted by (*). 

 

 

 



Results 

Details of the analysed samples 

Table 1 presents the details of the histological subtypes analysed, number of samples, patient 

age, clinical staging, histological grading, molecular subtype and survival information for 

human breast neoplasms. Table 2 provides equivalent details for canine mammary neoplasms. 

The analysis of correlations between collagen fibre parameters and clinicopathological data did 

not include Fibroadenoma (Fb) in women and benign mixed tumours (BMT) in dogs. It should 

be noted that the canine data presented in this article comprise a different data set from that 

used in our previously published works. Importantly, there is no overlap between the samples 

included in this study and those analysed in our previous publications18,41. For this study, we 

selected more recent cases, ensuring a more accurate assessment of potential changes in the 

genetic, environmental, and social conditions of the animals involved. Additionally, we 

prioritised cases with comprehensive descriptions of clinical-pathological data, which allowed 

us to deepen the analysis of additional prognostic factors. Nonetheless, due to the low 

occurrence of carcinosarcomas in clinical practice, we used some of the same carcinosarcoma 

cases described in our previous publication18. However, all the other cases selected are new, 

and the analyses performed in this work are original, providing new insights into tumour 

progression.  

The women were followed up for a minimum of 05 years and a maximum of 10 years. At the 

conclusion of the study, we completed the follow-up of 43 patients. Of these, 06 women had 

died and 37 were still alive. Follow-up was not possible for 11 patients. The distribution of 

women based on clinical staging was as follows: 04 women with TC (02 alive, 02 not followed 

up), 16 women with ICgI (01 died, 14 alive, 01 not followed up), 21 women with ICgIII (18 

alive, 03 not followed up), and 17 women with IMC (05 died, 09 alive, 03 not followed up). 

All patients had complete information on clinical staging. 

The female dogs were followed up for a minimum of 02 years and a maximum of 05 years. At 

the conclusion of the study, we completed the follow-up of 55 bitches. Of these, 46 patients had 

died and 09 were still alive. Follow-up was not possible for 04. The distribution of patients 

based on clinical staging was as follows: 14 patients with MC (07 died, 07 alive), 16 with IMC 

(14 died, 02 not followed up), 06 with CS (all died), and 23 with SC (19 died, 02 alive, 02 not 

followed up). Three patients with IMC did not have complete information to define the clinical 

staging. Women with Fb and dogs with BMT were not followed up. 



Table 1. Clinicopathological features of human mammary neoplasms. For the age and the survival, the data 

are the mean values with the standard deviation in brackets. Fibroadenoma (Fb), tubular carcinoma (TC), grade I 

invasive carcinoma (ICgI), grade III invasive carcinoma (ICgIII), invasive micropapillary carcinoma (IMC). N= 

number of cases. NA= not evaluated. HR= hormonal receptor. 

 

Table 2. Clinicopathological features of canine mammary neoplasms. For the age and the survival, the data 

are the mean values with the standard deviation in brackets. benign mixed tumour (BMT), mixed carcinoma (MC), 

invasive micropapillary carcinoma (IMC), carcinosarcoma (CS), solid carcinoma (SC). N= number of cases. 

NA= not evaluated. 

 

Histological 

type 

n Age 

(year) 

Staging (TNM) Histological 

grades 

Molecular subtype Survival 

(months) 

I II III IV V I II III HR+/ 

Ki67 < 20% 

HR+/ 

Ki67 >20% 

HR+/- 

HER2+ 

HR-/ 

HER2- 

Fb 12 34.2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

TC 4 71.3 2 2 0 0 0 4 0 0 4 0 0 0 66.0 

ICgI 16 68.4 5 7 0 3 1 16 0 0 13 3 0 0 86.3 

ICgIII 21 59.6 5 2 2 10 2 0 0 21 2 12 4 3 79.1 

IMC 17 52.3 4 3 1 9 0 3 8 2 3 8 6 0 59.5 

Total 70 - 16 14 3 22 3 23 8 23 22 23 9 4 - 

Histological 

type 

n Age 

(year) 

Staging (TNM) Histological grades Molecular subtype Survival 

(days) 
I II III IV V I II III HR+/ 

Ki67  

< 20% 

HR+/ 

Ki67  

>20% 

HR+/- 

HER2+ 

HR-

/HER2- 

BMT 15 10 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

MC 14 11 7 3 4 0 0 11 2 1 13 1 0 0 1116.2 

CS 6 8.5 0 0 4 0 2 0 0 6 2 4 0 0 321.8 

IMC 16 10.8 0 1 2 10 3 2 9 5 1 7 3 5 293.9 

SC 23 11.8 5 4 4 9 1 2 10 11 3 17 2 1 279.5 

Total 74 - 12 8 14 19 6 15 21 23 19 29 5 6 - 



Images and extract parameters  

Figure 1 present representative images of the human histological sections studied to illustrate 

the imaging procedure. The histological types in the columns are indicated as NMTh (Figure 

1A, 1E, 1I and 1M), Fb (1B, 1F, 1J and 1N), ICgI (1C, 1G, 1K and 1O) and IMC (1D, 1H, 1L, 

1P) for the normal mammary gland, fibroadenoma, grade I invasive carcinoma and invasive 

micropapillary carcinoma, respectively. The fourth row presents images of individual fibres, 

displayed in varying colours, extracted using our image analysis methodology (1M-1P). The 

SHG signal is from the collagen fibres, that are non-centrosymmetric fibres, and the TPEF 

signal corresponds to the fluorescence emission of the dye eosin. The SHG and TPEF represent 

false colour representations of normalized intensity maps to accentuate various features. 

Comparing the two images allows to segment the tissue into collagen and cellular regions, and 

thus extract quantitative parameters. The images of the extracted collagen fibres are presented 

in Figure 1M, 1N 1O 1P. For the canine samples, the methodology for acquiring the images 

and extracting the parameters has already been thoroughly exemplified in previous 

articles17,18,39. More details about measurements and image analyses can be found in the 

'Materials and Methods' section.  



 

Figure 1. Acquired images (20X objective). The optical microscopy H&E (A-D), second 

harmonic generation microscopy (E-H), two-photon excited fluorescence microscopy (I-L) and 

the extracted collagen fibres with each fibre in a random colour (M-P) for the human normal 

mammary tissue (A, E, I and M), fibroadenoma (B, F, J and N), grade I invasive carcinoma (C, 

G, K and O) and invasive micropapillary carcinoma (D, H, L and P). Asterisk HE: stroma. HE 

arrowhead: epithelial cells. The scale bar is 100 μm. 

 

 



Human mammary tissue (NNMTh, Fig 1) is composed of lobes, ducts, and an interconnected 

network of connective tissue (indicated by the asterisk in Fig. 1A). connective tissue, abundant 

collagen fibres are found surrounding the parenchyma, which exhibit different orientations 

within the breast tissue (Fig. 1E). In benign neoplasms of the mammary gland, such as 

fibroadenoma (Fb) in women (Fig. 1B), and also benign mixed tumours (BMT) in dogs, an 

abundance of collagen fibres is visible in the adjacent connective tissue, exhibiting a pattern of 

diverse orientation similar to that of NNMTh (Fig. 1F) and NMTc. However, in grade I invasive 

carcinoma (ICgI) and invasive micropapillary carcinoma (IMC), there is a reduction in collagen 

density and collagen fibres are organized in a preferential direction (Figs. 1G-1H and 1O-1P). 

ICgI has a favourable prognosis, while IMC is associated with an unfavourable prognosis31,32,35. 

Mixed carcinomas (MC) originates from the malignant transformation of benign mixed 

tumours, presenting a complex histological pattern and favourable prognosis31,32-36,42,43. On the 

other hand, carcinosarcoma (CS) is characterized by the coexistence of malignant epithelial and 

mesenchymal components, presenting an extremely aggressive biological behaviour, with a 

high incidence of metastases to regional lymph nodes and lower overall survival29,31,34,36. In 

IMC and SC, decrease in collagen density and an increased alignment of collagen fibres in the 

surrounding connective tissue are also noticeable. 

Our image analysis and fibre and cell extraction procedures allowed the quantification of many 

of these microscopic features described. Collagen fibre organization parameters (fibre segment 

SHG coherence), number of collagen fibres (no. fibres), mean fibre length, collagen density 

(fibre segment coverage) and cell density (cell segment coverage) for all histological types of 

human and canine mammary neoplasms and for NMTh and NMTc that are presented in figure 

2.  

 



 

Figure 2. Parameters of the human mammary gland analysed by second harmonic 

generation and two-photon excited fluorescence techniques. Kruskal Wallis test and the 

Dunn test. Boxplot graphics showing the calculated parameters for the fibre segment SHG 

coherence, mean fibre waviness, mean fibre length, number of fibres, fibre segment coverage 

and cell segment coverage for human normal mammary tissue (NMTh, n=20), fibroadenoma 

(Fb, n=12), tubular carcinoma (TC, n=04), invasive carcinoma grade I (ICgI, n=16), invasive 

carcinoma grade III (ICgIII, n=21), invasive micropapillary carcinoma (IMC, n=17) in human 

samples (n=90). The centre lines show the medians, the box limits indicate the 25th and 75th 

percentiles, the whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th 

percentiles and the outliers are represented by dots. The p values less than 0.001 denoted by 

(***), p less than 0.01 are denoted by (**) and p less than (0.05) are denoted by (*). 

 

Carcinomas present aligned fibres, lower fibre density and higher cell density 

The collagen fibre organization parameter assesses the degree of alignment of collagen fibres 

within the tissue, with values spanning from zero (indicating a random arrangement) to one 



(indicating highly oriented and aligned fibres along a specific direction). As depicted in Figures 

2A human mammary carcinomas exhibit a greater degree of collagen fibre alignment when 

compared to NMTh. Canine neoplastic tissues exhibit the same behaviour (see Supplementary 

Fig. S1). These results clearly delineate a distinction between normal and carcinomatous tissue 

in both species. 

Figures 2B show the waviness of the collagen fibres for human mammary tissues. This 

parameter evaluates the straightness of the collagen fibres extracted from the stromal regions, 

where 1 means perfectly linear fibres and 0 means perfectly wavy fibres. In human mammary 

tissues, carcinomas present more linear fibres compared to NBTh and Fb. In canine mammary 

tissue (see Supplementary Fig. S1), it was not possible to verify this same behaviour. We 

observed that none of the histological types present statistically significant differences with 

NBTc. SC has more linear collagen fibres compared to BMT and ICM, and CS has more linear 

fibres compared to BMT and IMC.  

The number of collagen fibres, the fibre coverage area and the cell coverage area determine the 

collagen density and cell density in the measured regions. These are important parameters to 

evaluate changes related to the stromal and epithelial components of human (Fig. 2C to 2E) and 

canine (see Supplementary Fig. S1) mammary carcinomas. Figures 2C and 2D show that the 

number of collagen fibres and the area covered by fibres decrease in carcinomas compared to 

NMTh and neoplastic tissues benign. Comparatively, figures 2E show that carcinomas present 

a larger area covered by cells compared to NMTh and benign neoplastic tissues. We observed 

similar behaviour in the canine species (see Supplementary Fig. S1), however we did not 

observe significant differences in the number of collagen fibres, area covered by fibres and area 

covered by cells between CS with NMTc and BMT. 

Furthermore, the collagen fibre length is an important parameter for evaluating the stromal 

changes that occur in neoplastic mammary tissues1,9,18,44. Figure 2F show that the mean fibre 

length is different between the histological types in humans. Carcinomas with favourable 

prognosis (TC and ICgI) present a higher mean fibre length as compared to carcinomas with 

unfavourable prognosis (ICgIII and IMC). In canine mammary carcinomas, we identified the 

same behaviour (see Supplementary Fig. S1 online). Carcinoma with favourable prognosis 

(MC) presents the highest average fibre length as compared to carcinomas with reserved to 

unfavourable prognosis (CS, IMC and SC).  



More aggressive carcinomas present lower fibre density, higher cell density and shorter 

collagen fibres 

To evaluate the influence of the tumour stroma on the behaviour of human and canine mammary 

carcinomas, we verified whether the density of collagen fibres, cell density and fibre length 

correlate with the clinicopathological data. Immunohistochemistry was performed on a sample 

of 58 human and 59 canine mammary tissue samples, all diagnosed with mammary carcinoma. 

Figure 3 shows these correlations. Here, the increased aggressiveness of carcinomas was 

associated with cases that presented the following characteristics: higher histological grade, 

larger probability of developing local and/or distant metastases, higher rate of cellular 

proliferation and larger probability of presenting molecular expressions of the <triple-negative= 

and <Her2 overexpressed=. For the correlations, the cell proliferation rate was obtained from 

the Ki67 count and the molecular subtype of human and canine mammary carcinomas were 

categorized as follows: 1 for luminal A (positive hormone receptors, negative HER-2 and 

proliferative rate less than 20%), 2 for luminal B (positive hormone receptors, negative HER-2 

and proliferative rate greater than 20%), 3 for HER-2 positive (positive or negative hormone 

receptors and positive HER-2 independent of the proliferative rate) and 4 for triple negative 

(negative hormone receptors, negative HER2 regardless of proliferative rate).  

We note that the mean fibre length inversely correlates with histological grade (Fig. 3A and 

3B), clinical staging (Fig. 3C and 3D), cell proliferation (Fig. 3E and 3F) and molecular subtype 

(Fig. 3G and 3H) in women and dogs. Here, we show data correlating the increased tumour 

aggressiveness with the smaller collagen mean fibre length. It is important to note that while 

human molecular subtypes have been adapted for use in canine mammary carcinomas, their 

prognostic value in dogs remains controversial, particularly for HER2 overexpression. 

Conflicting results in the literature have made it difficult to establish a consistent correlation 

between HER2 status and clinical outcome in dogs. Despite this limitation, we found that mean 

fibre length inversely correlates with histological grade (Fig. 3A and 3B), clinical staging (Fig. 

3C and 3D), cell proliferation (Fig. 3E and 3F) and molecular subtype (Fig. 3G and 3H) in both 

women and dogs. Here, we show data correlating the increased tumour aggressiveness with the 

smaller collagen mean fibre length. 

 



Figure 3. Correlation between clinicopathological parameters and mean fibre length in 

women and dogs. Spearman’s correlation between histological grading and mean fibre length 

in women (A, n=58) and dogs (B, n=59). Spearman’s correlation between clinical standing and 

mean fibre length in women (C, n=58) and dogs (D, n=59). Linear regression between cell 

proliferation and mean fibre length in women (E, n=58) and dogs (F, n=59). Spearman’s 

correlation between molecular subtype and mean fibre length in women (G, n=58) and dogs (H, 

n=59).  



To determine the influence of mean fibre length on patient survival, we established a cut-off 

point disregarding histological subtype, histological grade, clinical staging, cell proliferation 

rate and molecular subtype. For this, the data were organized in ascending order and the median 

fibre length value was calculated. Therefore, the value 27 µm was determined as the cut-off 

point, categorizing patients into two groups based on this cut-off point. Those diagnosed with 

carcinomas with fibres smaller than 27 µm were grouped in the first category, while those with 

carcinomas with collagen fibres larger than 27 µm were grouped in the second category. We 

assigned 0 to patients alive at the end of the study and 1 to patients who died from mammary 

carcinoma. For those diagnosed with carcinomas with collagen fibres larger than 27 µm 

(represented by the red line), the average survival was 150 days. On the other hand, patients 

with carcinomas with fibres larger than 27 µm (shown by the blue line) had a median survival 

of 849 days. Notably, more aggressive carcinomas with an unfavourable prognosis had shorter 

collagen fibres compared to less aggressive carcinomas with a favourable prognosis. In Figure 

4A, we show survival curves for dogs. We extend this method to define cut-off points for SHG 

coherence, mean fibre waviness, number of fibres, fibre segment coverage, and cell segment 

coverage. However, no significant correlations were observed between these metrics and dog-

specific survival. These findings support the data from our current study and are in line with 

our previously published work18. It should be noted that the canine dataset examined in this 

study differs from our previous assessment. 

 



Figure 4. Survival curve for dogs and association between clinicopathological parameters 

and mean fibre length in women and dogs. Kaplan–Meier curve showing the separation of 

cases by mean fibre length in dogs; red line for fibre length <27 µm and blue line for fibre 

length > 27. (A, n= 59). Contingency plots presenting data from chi-square analysis (D, E, H 

ad I) and Fisher's exact test (B, C, F and G) to evaluate the association between 

clinicopathological data and the mean fibre length categorized in women and dogs. The 

clinicopathological data are presented on the x-axis, the absolute frequency (n) on the y-axis 



and the proportion in percentage at the end of each bar. Association between cell proliferation 

rate (B, n=58), histological grade (D, n=58), local or metastatic disease (F, n=58), molecular 

subtype (H, n=58) and mean fibre length categorized by the 27 µm cut-off point in women. 

Association between cell proliferation rate (C, n=58), histological grade (E, n=58), presence or 

absence of metastatic disease (G, n=58) and molecular subtype (I, n=58) and mean fibre length 

categorized by the cut-off point 27 µm in dogs. Error bar not included because it is the 

evaluation of categorical data. 

 

In humans, it was not possible to establish a specific survival curve for cancer using the same 

methodology as used for dogs. This is because approximately 85% of the patients in the study 

are alive and still under medical supervision. Thus, the median survival was not reached in any 

of the stratified groups, making it impossible to carry out and evaluate the analysis. However, 

to demonstrate the clinical importance of these findings for breast oncology, we established an 

association between the mean fibre length and clinicopathological data32 that directly influence 

patient survival. For this analysis, the same cut-off point defined for the analysis of the dog's 

survival curve (Fig. 4A) was considered. Using the cut-off point of 27 µm, women and dogs 

were stratified into two groups: those diagnosed with carcinomas with collagen fibres smaller 

than 27 µm were categorized into the first group, while those diagnosed with carcinomas with 

collagen fibres larger than 27 µm were grouped into the second group (Fig. 4B-4I). To verify 

the association or independence between the mean fibre length and the clinicopathological data, 

we performed an analysis using the Fisher's Exact Test and the chi-square test. The data indicate 

that a higher proliferative rate, higher histological grade, presence of local and/or distant 

metastases and the <triple negative= and <Her2 overexpressed= molecular subtypes are 

associated with carcinomas with collagen fibres smaller than 27 µm in women (Fig. 4B, 4D, 4F 

and 4H) and dogs (Fig. 4C, 4E, 4G, 4I). Finally, we observed that collagen density presents an 

inverse correlation with histological grade (Fig. 5A and 5B), cell proliferation rate (Fig. 5C and 

5D) and molecular subtype (Fig. 5E) in human breast carcinomas. Cell density has a direct 

correlation with molecular subtype (Fig. 5F). The same correlations were established for dogs, 

but no statistically significant correlations were obtained. 



 

Figure 5. Correlation between clinicopathological parameters and metrics extracted by 

second harmonic generation and two-photon fluorescence techniques in women. 

Spearman’s correlation between the number of fibres (A, n=58), fibre segment coverage (B, 

n=58), cell segment coverage (C, n=58) and histological grading. Spearman’s correlation 

between fibre segment coverage (G, n=58) and cell segment coverage (H, n=58) and molecular 

subtype. Linear regression between the fibre segment coverage (D, n=58), number of fibres (E, 

n=58) and cell segment coverage (F, n=58) and cell proliferation rate. 

 



Discussion 

Numerous studies indicate that collagen plays a key role in the tumour micro-environment, 

playing a critical role in the regulation of neoplastic growth and tumour cell dissemination, due 

to its ability to provide physical, biochemical, and biomechanical guidance for tumour and non-

tumour cells18,45-51. Tumours can actively remodel the surrounding extracellular matrix. Type 1 

and type 3 collagen fibres, when aligned, increase the stiffness of the extracellular matrix and 

this predicts worse outcomes50,57 and the expression of COL11A1 may have a potential role in 

the aggressiveness of carcinoma in situ in women through collagen remodelling and regulation 

of the cellular stimulation mechanism1. Recent studies have described that this stiffness of the 

extracellular matrix is fundamental in the process of cell migration, invasion, and metastasis of 

tumour cells18,44-49,51-65. Here, we demonstrated that in human and canine mammary 

carcinomas, collagen fibres orient themselves in a preferential direction, becoming more 

organized.  

In human mammary carcinomas, we observed that collagen fibres are more linear compared to 

NMTh and Fb. We did not observe this behaviour in canine mammary carcinomas. The 

composition of carcinomas in mixed tumours and carcinosarcomas may explain this difference. 

As previously stated, the MC arises from epithelial malignant transformation into benign mixed 

tumours31,42,43. It has components of malignant epithelial origin and normal or benign 

mesenchymal components. CS are characterized by malignant components of epithelial and 

mesenchymal origin, leading to intense proliferation of the extracellular matrix. MC and CS 

exhibit a complex histological pattern31,34,33,36. Thus, we noticed that canine mammary 

carcinomas exhibit significant heterogeneity in their composition, unlike mammary carcinomas 

in women, which exhibit homogeneity in epithelial and mesenchymal components. Despite 

exhibiting distinct features, we selected these tumours for our study because they commonly 

affect the female dogs, as we aim to understand the behaviour of these carcinomas in regard to 

the more common breast carcinomas in women. 

The larger organization and alignment of collagen fibres in the tumour and peritumoural areas 

collected in the evaluated samples makes the stroma more rigid. We believe that this increased 

alignment and linearity of collagen fibres in carcinomas is associated with extracellular matrix 

remodelling and increased stromal stiffness. The rigid extracellular stroma, which surrounds 

neoplastic cells, may offer a durotactic escape route from the potentially hypoxic and necrotic 

environment for tumour cells. Inhospitable conditions can induce an innate mechanical 



sensitivity to direct cancer cells to an environment where conditions are more favourable17,45. 

The study by Toss et al., 20191 and Sprague et al., 202166 showed that the deposition and 

reorganization of collagen around breast carcinoma in situ plays a role in tumour progression 

and recurrence. The larger linearity of collagen fibres was associated with an increased risk of 

breast cancer recurrence in these women. Several studies show that the stiffness of the 

extracellular matrix and the high contractility of tumour cells severely disturb tumoural 

homeostasis. Matrix remodelling and cross-linking stiffens the extracellular matrix as positive 

feedback to further stiffen, remodel and reorient the matrix. In a transformed epithelium, 

increased cell tension stimulates cell growth, disturbs cell-cell adhesion, compromises tissue 

polarity, and promotes stromal invasion by tumour cells66-70. 

We observed that in human and canine mammary carcinomas there is an exacerbated growth 

of epithelial components contributing to the loss of balance between stromal and parenchymal 

components. Therefore, the tumours present lower density of collagen fibres and higher cell 

density. CS does not follow this growth pattern because it has malignant epithelial and 

mesenchymal components. Thus, a malignant mesenchymal component induces exaggerated 

deposition of stromal components31. We therefore observed higher stromal density and lower 

cell density compared to other canine mammary carcinomas. In Fb, we observed higher 

collagen density and lower cell density compared to other histological types and NMT in 

humans, since the deposition of stromal elements is increased in this tumour32. 

Correlating the parameters, number of fibres, area covered by fibres and area covered by cells 

with the histological grade, TNM, cell proliferation rate and molecular subtype, we observed 

that the most aggressive human mammary carcinomas32 present lower density of collagen fibres 

and higher cell density (Fig. 3). Maller et al., 201371 showed that the abundance of collagen in 

the extracellular matrix of pregnant rats was associated with reduced tumour growth and 

invasion compared to the tumour micro-environment of nulliparous rats. Using methods 

including second harmonic generation imaging, the authors showed that the abundant collagen 

in the mammary glands of pregnant rats is less linearised and that high-density collagen induces 

tumour suppressive attributes65. Other authors have also shown that the decrease in collagen 

density and increase in fibre organization is correlated with more aggressive tumour 

behaviour9,62. 

Another important characteristic of collagen fibres that stood out was the identification that 

shorter collagen fibres are associated with an unfavourable prognosis (Fig. 2F, 3A-3F and 4B-



4I). In addition, we demonstrated that canine mammary carcinomas with shorter collagen fibres 

are associated with lower patient survival (Fig. 4A). Unlike women, most dogs diagnosed with 

mammary carcinoma are treated exclusively with surgery, without the use of chemotherapy. 

This fact is important to allow the study of progression of spontaneous breast carcinomas, 

without the interference of chemotherapy drugs that impact the growth and development of 

neoplasms. Furthermore, studying mammary carcinomas in dogs avoids the bias associated 

with induced experimental models that are carried out within controlled environments. Thus, a 

comparative study using dogs as a model provides accurate data on patient survival and the 

behaviour of mammary carcinomas in a short period of time, since these tumours progress more 

quickly compared to tumours in women. 

Although we were unable to plot survival curves for women, we established correlations 

between the number of collagen fibres, collagen fibre density, and cell density with 

clinicopathological data that are known to play a crucial role in patients' survival32. Similarly, 

to what occurs in the canine species, we observed that a lower number and density of fibres, a 

higher cell density, and shorter collagen fibres are associated with carcinomas with an 

unfavourable prognosis. These are important findings. It can be hypothesized that this 

behaviour is related to the stromal changes that occur during tumour progression, as shown in 

our previous work18. TC and ICgI in humans and MTC in dogs are carcinomas that present 

well-defined tubular structures, differentiated cells, low mitotic rate and low cellular and 

nuclear pleomorphism. The stromal component is preserved and the rate of epithelial 

proliferation is low. These characteristics are associated with local growth, low probability of 

local and/or distant metastases and favourable prognosis31-34. In contrast, ICgIII and IMC in 

humans and CS, IMC and SC in dogs present expansive growth, undifferentiated cells, high 

mitotic rate and high cellular and nuclear pleomorphism. The stromal component is replaced 

by epithelial growth because the proliferation rate of these components is high. CS does not 

present this behaviour because the mesenchymal component is also malignant, making it more 

aggressive. Thus, these carcinomas are commonly associated with local and/or distant 

metastases and with an unfavourable prognosis31,32,35. 

We believe that in carcinomas with a favourable prognosis and low proliferative rate, collagen 

fibres are larger because they limit neoplastic growth. However, in carcinomas with an 

unfavourable prognosis, with loss of cellular differentiation and a high proliferative rate, the 

collagen fibres are unable to limit this growth, and thus they rupture, allowing the tumour to 



expand. In this way, the fibres become fragmented and shorter compared to the fibres of 

carcinomas with less aggressive behaviour. Furthermore, we believe that this <shortening= of 

collagen fibres is associated with remodelling of the extracellular matrix to guide the metastatic 

invasion of tumour cells (Fig. 6). Studies show that while collagen can potentially form a 

protective barrier and prevent cancer cells from escaping their original location, collagen fibres 

also serve as a <highway= that facilitates the migration of cancer cells to remote locations, 

impacting survival of patients7,9,16,62-75. 

 

Figure 6. Carcinomas with an unfavourable prognosis present shorter fibre. Mammary 

carcinomas present more organized fibres (B and C) compared to normal mammary tissue (A). 

Carcinomas with a favourable prognosis and low proliferative rate present longer collagen 

fibres, capable of limiting neoplastic growth (B). In carcinomas with an unfavourable prognosis 

and high proliferative rates, collagen fibres are shorter and unable to limit this growth, allowing 

tumour expansion (C). This <shortening= of collagen fibres may be associated with remodelling 

of the tumour stroma that creates rigid pathways to help cancer cells escape necrotic and 

hypoxic environments. Thus, the fibres become capable of guiding tumour cells towards 

locations with greater vascularization (C). Created by BioRender.  

Conclusions 

In conclusion, our study revealed similarities in collagen changes between human and canine 

mammary neoplasms, showing the association of these changes with clinicopathological factors 

in both species. Employing second harmonic generation, two-photon excited fluorescence 

techniques, and automated image analysis, we identified similar changes in the tumour stroma 

of human and canine mammary neoplasms. We observed that human and canine mammary 



carcinomas present more organized fibres. Carcinomas with higher histological grade, higher 

cell proliferation rate, with local and/or distant metastasis and molecular classifications of triple 

negative type and overexpressed Her2 present lower collagen density and higher cell density. 

We have also established a relation between the collagen fibre length and clinicopathological 

characteristics in women and dogs with mammary carcinomas, showing significant associations 

between shorter fibres and unfavourable clinical characteristics. Furthermore, we established a 

cut-off for the mean fibre length and specific survival time in dogs. The correlation between 

collagen modifications and clinicopathological factors may also have implications for 

diagnosis, prognosis, and the development of targeted therapies. Thus, the use of nonlinear 

microscopy provides new tools for assessing collagen in breast cancer. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

Parameters of the canine mammary gland analysed by second harmonic generation and 

two-photon excited fluorescence techniques. Kruskal Wallis test and the Dunn test. Boxplot 

graphics showing the calculated parameters for the fibre segment SHG coherence, mean fibre 

waviness, mean fibre length, number of fibres, fibre segment coverage and cell segment 

coverage for canine normal mammary tissue (NMTc, n=12), benign mixed tumour (BMT, 

n=15), mixed carcinoma (MC, n=14), carcinosarcoma (CS, n=06), invasive carcinoma 

micropapillary (ICM, n=16) and solid carcinoma (CS, n=23) in canine samples (n=86). The 

centre lines show the medians, the box limits indicate the 25th and 75th percentiles, the 

whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles and the 

outliers are represented by dots. The p values less than 0.001 denoted by (***), p less than 0.01 

are denoted by (**) and p less than (0.05) are denoted by (*). 
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7.  CONCLUSÕES 

 

Por meio da técnica de microscopia multifotônica, foram avaliados o comprimento 

médio das fibras colágenas, o número de fibras colágenas, a área coberta por fibras, a área 

coberta por células e orientação das fibras colágenas em amostras de glândula mamária 

saudável e neoplásica humanas e caninas. Os resultados mostraram alterações significativas nas 

fibras colágenas dos tumores em comparação com o tecido normal. Foi observada uma 

diminuição do comprimento médio das fibras e um aumento da organização dessas fibras nos 

tumores, especialmente nos casos com pior prognóstico. 

A imuno-histoquímica foi empregada para avaliar a expressão de receptores hormonais 

(RE e RP), HER2 e Ki67, o que permitiu realizar a classificação molecular dos tumores. Essa 

caracterização foi essencial para correlacionar as alterações no colágeno e a infiltração de 

macrófagos com o fenótipo tumoral. Carcinomas com prognóstico desfavorável, como os de 

alto grau e com elevada taxa de proliferação celular, apresentaram fibras colágenas mais curtas, 

menor densidade de fibras e maior infiltração de macrófagos M2, tanto em mulheres quanto em 

cadelas. 

No estudo, foi estabelecida uma associação entre o comprimento médio das fibras 

colágenas e o tempo de sobrevida global em cães. As cadelas diagnosticadas com carcinomas 

contendo fibras colágenas mais curtas e maior infiltração de macrófagos apresentaram um 

tempo de sobrevida global reduzido. Esse achado foi corroborado pela correlação entre a 

infiltração de macrófagos associados ao tumor e características de maior agressividade tumoral, 

sugerindo o papel dos macrófagos no remodelamento da matriz extracelular e na progressão 

tumoral. 

Além disso, foram identificados quatro padrões distintos de macrófagos associados aos 

tumores (M0, M1, M2 e M1/M2), com infiltração predominantemente de macrófagos M2 em 

tumores de pior prognóstico. A correlação negativa entre a infiltração de TAMs e o 

comprimento das fibras de colágeno reforça a ideia de que esses macrófagos desempenham um 

papel central no remodelamento do estroma tumoral, promovendo a progressão do câncer. 

Este trabalho demonstrou uma significativa correlação entre a infiltração de 

macrófagos, as alterações nas fibras de colágeno e importantes parâmetros clínico-patológicos, 

como grau histológico, estadiamento clínico, taxa de proliferação celular e subtipo molecular. 

Além disso, o trabalho evidenciou a associação dessas mudanças com o prognóstico e a 

sobrevida dos pacientes, tanto em humanos quanto em cães, confirmando a relevância do 

microambiente tumoral na progressão do câncer de mama em ambas as espécies. 



Estabelecemos de forma clara e detalhada a relação entre as alterações no estroma 

tumoral - especificamente nas fibras de colágeno e na infiltração de macrófagos - e o 

prognóstico em cânceres de mama. O estudo reforça a importância do microambiente tumoral 

como um fator crucial na progressão do câncer e abre novas possibilidades para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas que visam a interação entre as células tumorais e o 

estroma. Além disso, a utilização da espécie canina como modelo translacional para neoplasias 

humanas se mostrou eficaz, fornecendo um caminho promissor para futuras investigações 

oncológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 identificação das 

alterações nas fibras colágenas em neoplasias mamárias pode auxiliar na compreensão dos 

mecanismos envolvidos nos diferentes comportamentos dos carcinomas mamários e no 

diagnóstico preciso. Sabe-se que as neoplasias mamárias humanas e caninas apresentam 

similaridades 

 

Assim, foi realizado um estudo comparativo das alterações ocorridas nas fibras 

colágenas do estroma tumoral em neoplasias mamárias caninas e humanas, por meio de 

microscopia de absorção de dois fótons. Foi demonstrado que a espécie canina é um bom 

modelo de estudo para avaliar as alterações estromais em tecidos mamários neoplásicos 

humanos. Imagens por geração de segundo harmônico e microscopia de fluorescência excitada 

por multifótons foram realizadas para avaliar os parâmetros de colágeno e segmento celular em 

amostras de glândula mamária humana e canina. Os resultados mostram que nos carcinomas 

mamários humanos e caninos as fibras colágenas estão mais alinhadas em relação ao tecido 

normal. Nos carcinomas o número de fibras e a área recoberta por fibras são maiores e a área 

recoberta por células é menor em relação ao tecido normal em tumores humanos e caninos. Os 

carcinomas com prognóstico desfavorável possuem fibras colágenas mais curtas e os 

parâmetros de colágeno se correlacionam com os dados clínicos e patológicos nas espécies 

humana e canina. E pacientes diagnosticados com carcinomas com fibras colágenas mais curtas 

têm pior sobrevida.  

Para compreender como a interação entre os componentes do  pode influenciar as 

modificações nas fibras de colágeno, investigamos também o papel dos MAT. Nossos 

resultados revelam que a quantidade de macrófagos se correlaciona com o comprimento das 

fibras de colágeno dentro dos tumores, sugerindo um papel crucial dessa interação na 

progressão da doença. Além disso, demonstramos que alterações nas fibras de colágeno, como 

diminuição do comprimento e aumento da organização, estão associadas a um pior prognóstico 

e redução da sobrevida em ambas as espécies, corroborando descobertas anteriores na literatura. 



Este estudo comparativo entre humanos e cães destaca o potencial do modelo canino para a 

pesquisa do câncer de mama e a importância de considerar as interações complexas entre a 

MEC e as células imunes no desenvolvimento de novas estratégias diagnósticas e terapêuticas. 

Um entendimento mais profundo do papel das fibras de colágeno e dos MATs no  do 

câncer de mama pode abrir caminho para o desenvolvimento de biomarcadores mais precisos e 

terapias direcionadas, para melhorar o prognóstico e a qualidade de vida dos pacientes. 

Como perspectivas futuras, pretendemos aprofundar nossa investigação do , 

explorando o papel das MMPs e dos fatores envolvidos na transição epitelial-mesenquimal 

(TEM) no remodelamento do estroma. A literatura científica demonstra que as MMPs, enzimas 

capazes de degradar componentes da MEC, incluindo o colágeno, são frequentemente 

superexpressas em diversos tipos de câncer, incluindo o de mama, e estão associadas a um pior 

prognóstico e maior potencial metastático. Adicionalmente, a TEM, um processo biológico 

complexo que confere às células epiteliais características mesenquimais, como maior 

capacidade de migração e invasão, tem sido implicada na progressão tumoral e na metástase. 

Estudos recentes têm demonstrado que a interação entre TAMs e fibroblastos no  

pode levar à ativação da TEM e à produção de MMPs, resultando no remodelamento da MEC 

e na criação de um ambiente propício para a invasão e a disseminação do câncer. Ao investigar 

o papel das MMPs e da TEM em conjunto com a infiltração de macrófagos e as alterações nas 

fibras de colágeno, esperamos elucidar os mecanismos moleculares que impulsionam o 

remodelamento do estroma e identificar potenciais alvos terapêuticos para o desenvolvimento 

de novas estratégias de tratamento para o câncer de mama. 
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learning para a identificação de alterações neoplásicas na glândula mamária canina. 
 
Período: outubro/2023 - atual. 
 
Pesquisador responsável: Prof. Dr. Juan Carlos Gonzalez (ICEx/ UFMG). 
 
 
Projeto 02 
Título: Estudo morfométrico das áreas de invasão nos carcinomas em tumores mistos da 
glândula mamária canina e sua correlação com a sobrevida específica 
 
Período: março/ 2022- abril/2024. 
 
Aluna de mestrado: Fernanda Freitas Miranda. 
 
Orientador: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali (ICB/ UFMG). 

 
Projeto 03 
Título: Avaliação das fibras colágenas em tumores mistos mamários de cadelas pela 
microscopia por geração de segundo harmônico. 
 
Período: agosto/2020 - julho/2022. 
 
Aluna de mestrado: Daiana Osório Taborda. 
 
Orientador: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali (ICB/ UFMG). 
 
 
Projeto 04 
Título: Avaliação da participação do colágeno na progressão do melanoma cutâneo. 
 
Período: agosto/2022 - atual. 
 
Aluna de doutorado: Fernanda Luíza Menezes Bello. 
 
Orientadora: Profa. Dra. Sara Santos Bernardes (ICB/ UFMG).  
 
 
 
 
 
 
 
 



Participação em projetos de extensão 
 
 
Projeto 01 
Título: Exames cito e histopatológicos de tumores mamários da cadela. 
 
Coordenador: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali (ICB/ UFMG). 
  
Período: março/2018 - dezembro/2022. 
 
 
 
Projeto 02 
Título: Patologia Interativa e Integrativa. 
 
Coordenadora: Profa. Dra. Helen Lima del Puerto (ICB/ UFMG). 
 
Período: agosto/2021 - dezembro/2022. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Integração de corpo editorial de periódicos 
 
 
Período 01 
Nome: Biomedinar (ISSN: 2965-8446) 
Período: 02/2024-atual 
 
 
Periódico 02 
Nome: Cancer Research Journal (ISSN: 2330-8214) 
Período: 03/2024-atual 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Participação como Revisora de Periódicos 
 
 
Periódico 01 
Nome: INTERFACES - Revista de Extensão da UFMG  
Período: 01/2021 - atual 
 
 
Periódico 02 
Nome: Pesquisa Veterinária Brasileira 
Período: 01/2021 - atual 
 
 
Periódico 03 
Nome: Biomedinar  
Período: 02/2024-atual 
 
 
Periódico 04 
Nome: Cancer Research Journal  
Período: 03/2024-atual 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Atividades de docência 
 
Atividade 01 
Período: março/2020 a julho/2020. 

● Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 
● Disciplina: Saúde Ambiental. 

 
Atividade 02 
Período: agosto/2022 a dezembro/2022 

● Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 
● Disciplina: Citologia e Histologia  
● Cursos: Biomedicina campus Betim (Teórica: 40 horas). 

Enfermagem/Fonoaudiologia campus Coração Eucarístico (Teórica: 40 horas). 
 

● Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 
● Disciplina: Histotecnologia Clínica. 
● Curso: Biomedicina campus Contagem (Teórico-prática: 60 horas). 

 
● Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 
● Disciplina: Microscopia Celular e dos Tecidos. 
● Curso: Farmácia campus Coração Eucarístico (Prática: 20 horas). 

 
● Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 
● Disciplina: Técnicas de Coleta. 
● Curso: Biomedicina unidade Praça da Liberdade (Teórico-prática: 40 horas). 

 

Período: fevereiro/2023 a julho/2023 

● Disciplina: Citologia e Histologia. 
● Cursos: Biomedicina campus Betim (Teórico-prática: 80 horas). 

Biomedicina campus Contagem (Teórico-prática: 80 horas). 
Enfermagem campus Coração Eucarístico (Teórica: 40 horas). 
 

● Disciplina: Histotecnologia Clínica. 
● Curso: Biomedicina campus Contagem (Teórico-prática: 60 horas). 

 

Período: fevereiro/2024 - atual 

● Disciplina: Citologia Oncótica, Imunologia, Técnicas de Coleta 
● Cursos: Biomedicina campus Betim (Teórico-prática: 80 horas). 

Enfermagem campus Coração Eucarístico (Teórica: 40 horas). 
 
 
 
 
 

 



Membro examinador de bancas 
  
 
Banca da defesa do Trabalho de Conclusão de Curso: 
 
Aluna: Amanda Gabrielle de Sousa 
 
Orientadora: Profa. Dra. Letícia da Conceição Braga 
 
Título do Trabalho: <Biomarcadores associados à terapia alvo como perspectiva para o 
tratamento quimioterápico do câncer de mama em cães=. 
 
Local: Centro Universitário Metodista Izabela Hendrix 
 
 
 
Alunas: Bruna Marcandali Junqueira Campos, Jéssica Souza Guimarães e Karine Fonseca 
Souza 
 
Orientadora: Profa. Dra. Andreia Teixeira 
 
Título do Trabalho: <Insuficiência cardíaca associada a Anomalia de Ebstein e a influência da 
alimentação e das alterações emocionais na evolução da doença: relato de caso=. 
 
Local: Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais, campus Betim.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Apresentação de trabalhos e resumos publicados em Anais de Congressos 
 
 
I Congresso Latino-Americano de Patologia Mamária Canina e Felina & V Encontro de 
Patologia Mamária. Histopathological, immunohistochemical and imaging features of bone 
metastasis of mammary neoplasm in female dog: case report. 2023. (Congresso). 
 
I Congresso Latino-Americano de Patologia Mamária Canina e Felina & V Encontro de 
Patologia Mamária. Changes in the collagen organization may be related to lymph node 
metastasis in canine mammary carcinomas. 2023. (Congresso). 
 
Evaluation of cancer biopsies by multiphoton imaging and machine learning techniques. In: 
Encontro de Outono da SBF 2023, 2023, Ouro Preto. Livro de resumos do Encontro de Outono 
da SBF 2023. São Paulo: SBF, 2023. v. 1. p. R0919-1-R0919-1. 
 
Levantamento dos Casos de Tumores Cutâneos Caninos do LPC-UFMG. In: VIII Encontro 
Pathos UFMG, 2022, Belo Horizonte. Patologia ConsCiência, 2022. v. 01. p. 14-14. 
 
Levantamento dos Casos de Mastocitomas no LPC UFMG. In: VIII Encontro Pathos UFMG, 
2022, Belo Horizonte. Patologia ConsCiência, 2022. v. 01. p. 19-19. 
 
Levantamento de Imuno-Histoquímica das Neoplasias Malignas da Glândula Mamária das 
Cadelas Realizados no LPC- UFMG. In: VIII Encontro Pathos UFMG, 2022, Belo Horizonte. 
Patologia ConsCiência, 2022. v. 01. p. 25-25. 
 
A Imuno-Histoquímica como Ferramenta Diagnóstica do Linfoma Intestinal em Felinos 
Domésticos. In: VIII Encontro Pathos UFMG, 2022, Belo Horizonte. Patologia ConsCiência, 
2022. v. 01. p. 26-26. 
 
Levantamento das neoplasias ovarianas em cadelas - LPC - UFMG. In: VIII Encontro Pathos 
UFMG, 2022, Belo Horizonte. Patologia ConsCiência, 2022. v. 01. p. 31-31. 
 
Avaliação da expressão proteica de CD26 e GAPDH em tumores colorretais para definição de 
potencial prognóstico. In: VIII Encontro Pathos UFMG, 2022, Belo Horizonte. Patologia 
ConsCiência, 2022. v. 01. p. 37-37. 
 
Alterações das fibras colágenas podem estar relacionadas com metástase regional nos 
carcinomas em tumores mistos caninos. In: VIII Encontro Pathos UFMG, 2022, Belo 
Horizonte. Patologia ConsCiência, 2022. v. 01. p. 39-39. 
 
Multiphoton imaging on cancer biopsies. In: 51a. Reunião Anual da Sociedade Brasileira de 
Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq) e 46o. Congresso da Sociedade Brasileira de 
Biofísica (SBBf), 2022, Águas de Lindóia. Livro de resumos: 51a. Reunião Anual da Sociedade 
Brasileira de Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq) e 46o. Congresso da Sociedade 
Brasileira de Biofísica (SBBf), 2022. v. 1. p. 1-1. 
 
Changes in the collagen organization may be related to lymph node metastasis in canine 
mammary carcinomas. Congresso da Sociedade Brasileira de Biofísica (SBBf), 2022, Águas de 
Lindóia. Livro de resumos: 51a. Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Bioquímica e 



Biologia Molecular (SBBq) e 46o. Congresso da Sociedade Brasileira de Biofísica (SBBf), 
2022. v. 1. p. 1-1. 
 
Carcinoma sólido da glândula mamária canina: características morfológicas e 
imunohistoquímicas. In: 6º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XX Encontro 
Brasileiro de Patologia Veterinária, 2021. 6º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e 
XX Encontro Brasileiro de Patologia Veterinária, 2021. 
 
Expressão de marcadores prognósticos e preditivos em carcinomas em tumores mistos da 
glândula mamária de cadelas. In: 6º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XX 
Encontro Brasileiro de Patologia Veterinária, 2021. 6º Congresso Brasileiro de Patologia 
Veterinária e XX Encontro Brasileiro de Patologia Veterinária, 2021. 
 
Female dog mammary cancer diagnosis by nonlinear optical images. In: Encontro de Outono 
2021, 2021, São Paulo. Encontro de Outono 2021. São Paulo: SBF, 2021. v. 1. p. 1-1. 
 
Nonlinear imaging of biological tissues. In: 2021 SBFoton International Optics and Photonics 
Conference, 2021, 2021, São Paulo. 2021 SBFoton International Optics and Photonics 
Conference, 2021, 2021. v. 1. p. 1-1. 
 
Canine mammary cancer tumor behavior and patient survival rate based on collagen fibre 
characteristics. In: VII Encontro de Patologia da UFMG, 2020, Belo Horizonte. Um Olhar 
Sobre a Construção do Pesquisador em Patologia, 2020. p. 35-35. (Apresentação Oral). 
 
Nível de informação da população a respeito da influência ambiental na disseminação de 
doenças. In: VI Mostra de Pesquisa e Extensão da PUC Minas, 2020, Betim. Revista Sinapse 
Múltipla, 2020. p. 79-80. 
 
Microambiente Tumoral: o que sabemos a seu respeito? 2021. IX Semana da Biomedicina da 
PUC Minas. (Palestra). 
 
Roda de Conversa com Ex-alunos. 2021. VIII Jornada da Biomedicina da PUC Minas. 
(Palestra). 
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Participação em cursos relacionados à tese  
 
 
I Curso de Histopatologia Mamária Canina e Felina 
 
Período: 04 e 05 de dezembro de 2020. 
 
Carga Horária: 12 horas.  
 
Organizador: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Organização de eventos técnico-científicos 
 
 
I Congresso Brasileiro de Oncologia Translacional (2024). 
Coordenação: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. 
Organização: ReMITRIBIC 
 
I Congresso Latino-Americano de Patologia Mamária Canina e Felina & V Encontro de 
Patologia Mamária (2023). 
Coordenação: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. 
Organização: Laboratório de Patologia Comparada/ UFMG. 
 
Outubro Rosa Pet 2022 (2022). 
Coordenação: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. 
Organização: Laboratório de Patologia Comparada/ UFMG. 
 
Outubro Rosa Pet 2021 (2021). 
Coordenação: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. 
Organização: Laboratório de Patologia Comparada/ UFMG. 
 
 
Outubro Rosa Pet Brasil 2020 (2020). 
Coordenação: Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. 
Organização: Laboratório de Patologia Comparada/ UFMG. 
 
VII Encontro de Patologia da UFMG (2020). 
Coordenação: Profa. Dra. Tatiane Alves Paixão.  
Organização: Programa de Pós-graduação em Patologia da UFMG.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Participação em eventos, congressos, exposições e feiras 
 
 
I Congresso Latino-Americano de Patologia Mamária Canina e Felina & V Encontro de 
Patologia Mamária. (2023) 
 
Next Frontiers to Cure Cancer 2023. (2023) 
 
Outubro Rosa Pet 2022. (2022)  
 
VIII Encontro de Patologia da UFMG. (2022) 
 
I Congresso Internacional de Histotecnologia. (2021) 
 
Outubro Rosa Pet 2021. (2021) 
 
I Simpósio Online de Oncologia. (2020) 
 
Masterclass imunocitoquímica. (2020) 
 
Minicurso Oncologia Multiprofissional. (2020) 
 
Neoplasias de células redondas: características clinico-patológicas e métodos diagnósticos. 
(2020) 
 
Outubro Rosa Pet Brasil 2020. (2020) 
 
Semana de Comportamento e bem-estar felinos. (2020) 
 
VII Encontro de Patologia da UFMG. (2020) 
 
I Webinar Saúde Única: Relevância dos estudos em Patologia Mamária Comparada. (2020) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ANEXOS 
 
ANEXO A - Publicação do artigo 01 da tese 
 
 

 
 

 



 
 

                            



 
 

 



 
 
 

 



 
 

 



 
 

 
 


