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RESUMO

Os tumores de mama tém grande importancia na clinica de animais de companhia e sdo as
neoplasias mais frequentes nas cadelas. O linfonodo sentinela é definido como o primeiro
linfonodo de uma cadeia linfatica regional a drenar a linfa do sitio neoplasico. A possibilidade de
identificacdo do linfonodo axilar sentinela com o corante azul patente tem auxiliado na
determinagcdo de metéstase regional, definindo prognostico, sobrevida e terapias adjuvantes
necessarias. O objetivo desse estudo foi avaliar o linfonodo axilar de cdes com neoplasia mamaria
submetidas & mastectomia, avaliar o0 método de identificacdo pela técnica do azul patente e
correlacionar a presenca de metastase em linfonodo com alguns fatores prognosticos e tipos
histolégicos das neoplasias. Foram avaliados 50 cées (49 fémeas e um macho) provenientes da
rotina clinico-cirdrgica do Hospital Veterinario da UFMG de abril/2015 a maio/2017 com
tumores mamarios em mamas de localizacdo de drenagem linfatica axilar, estadiamento clinico
I1 ou Il e linfonodo axilar ndo palpavel. Todos os animais foram submetidos a mastectomia e
aplicacéo de azul patente 2,5% para identificacdo do linfonodo axilar. Em 38 animais (76%) foi
possivel a identificacdo do linfonodo corado, nos demais casos o linfonodo néo foi identificado.
A probabilidade de encontrar o linfonodo axilar ndo diferiu quando correlacionada ao tamanho
do tumor e peso do animal e nenhum animal apresentou reacdo ao corante. Dos 38 animais com
linfonodo axilar avaliados histologicamente, 14 (36,84%) possuiam metastase. Ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre a probabilidade de encontrar metéstase e a localizag¢do do
tumor, a presenca de aderéncia e o tipo histologico da neoplasia. No entanto, a probabilidade de
encontrar metastase foi significativa (p<0,05) para as variaveis tamanho do tumor/estadiamento
clinico, presenca de ulceracdo e necrose. Conclui-se que a utilizacdo do azul patente 2,5% foi
segura em cdes e contribuiu para identificacdo do linfonodo axilar em 76% dos casos estudados.
Os animais com tumores maiores (estadiamento clinico I11) e/lou com tumores ulcerados e/ou com
necrose tiveram maior ocorréncia de metastase em linfonodo axilar sugerindo que pacientes com
essas caracteristicas devam ser submetidas a mastectomia com exérese do linfonodo axilar para o
correto estadiamento.

PALAVRAS CHAVE:

Neoplasia mamaéria, metastase, estadiamento clinico, linfonodo sentinela, azul patente
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ABSTRACT

Mammary tumors have major importance in pet clinic and are the most common neoplasms in
bitches. Sentinel lymph node is defined as the first lymph node of a regional lymphatic chain to
drain lymph from the neoplastic site. The possibility of identification of sentinel axillary lymph
node with patent blue dye has aided in the determination of regional metastasis, defining
prognosis, survival and adjuvant therapies necessary. The objective of this study was to evaluate
the axillary lymph node of dogs with breast neoplasm submitted to mastectomy, to evaluate the
method of identification by the patent blue technique and to correlate the presence of lymph node
metastasis with some prognostic factors of malignancy and histological types of neoplasms. Fifty
dogs (49 females and one male) from the clinical-surgical routine of the UFMG Veterinary
Hospital from April/2015 to May/2017 were evaluated with mammary tumors located on the
axillary lymph drainage site, clinical stage Il or 11, and non-palpable axillary lymph node (LA).
All animals were submitted to mastectomy and 2.5% patent blue application for LA identification.
In 38 animals (76%) it was possible to identify the stained sentinel lymph node, in other cases the
lymph node was not identified. The probability of finding LA did not differ when correlated to
tumor size and animal weight and no animal showed a reaction to the dye. Of the 38 animals with
LA histologically assessed only 14 (36.84%) had metastasis. There was no significant difference
(p> 0.05) between the likelihood of finding metastasis and the location of the tumor, the presence
of adhesion and the histological type of the neoplasm. However, the probability of finding
metastasis was significant (p <0.05) for the variables tumor size / clinical staging, presence of
ulceration and necrosis. It was concluded that the use of 2.5% blue patent was safe in dogs and
contributed to the identification of LA in 76% of the cases studied. Animals with larger tumors
(clinical stage 111) and / or with ulcerated and / or necrotic tumors had a higher occurrence of
metastasis in LA suggesting that patients with these characteristics should undergo mastectomy
with LA excision for correct staging.

KEY WORDS:

Mammary tumors, metastasis, clinical staging, sentinel lymph node, blue patent
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1. INTRODUCAO

A doenca oncoldgica atingiu grande dimensdo nas Ultimas décadas, convertendo-se em evidente
problema de saude publica mundial. A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) estimou a
ocorréncia global de 27 milhdes de novos casos de cAncer em humanos para o ano de 2030 e cerca
de 17 milhdes de mortes relacionadas a doenca (Instituto Nacional do Céancer - INCA, 2018). Esse
problema mundial é ainda mais grave nos paises de baixa e média renda, onde o diagnéstico da
doenca ocorre em estadios mais avangados, comprometendo a qualidade de vida, aumentando a
morbidade relacionada ao tratamento e reduzindo a taxa de sobrevivéncia e expectativa de vida
dos pacientes (INCA, 2018).

O céancer de mama € o segundo mais comum entre as mulheres, precedido apenas pelo cancer de
pele ndo melanoma (carcinomas). No Brasil, ha uma estimativa de 59.700 casos novos de cancer
de mama em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos
para cada 100 mil mulheres (INCA, 2018).

Estudos mostram que as neoplasias mamarias em mulheres sdo similares as observadas em
cadelas, em relacdo aos aspectos clinicos e patoldgicos (Cassali et al., 2007; Rivera e VVon Euler,
2011), o que torna a espécie canina 6timo modelo para estudos comparativos (Cassali et al., 2007).

De maneira similar a populagdo humana, a ocorréncia do cancer nos animais de companhia é
muito frequente (Nunes et al., 2017). Embora alguns centros de estudos tenham feito
levantamentos epidemiolégicos abordando a casuistica de tumores em atendimentos veterinarios,
ainda faltam dados epidemioldgicos confidveis sobre a ocorréncia mundial das neoplasias em cées
e ndo ha previsdo sobre a incidéncia anual da doenga no Brasil. No entanto, tem-se observado
uma maior ocorréncia das neoplasias nos ultimos anos. Acredita-se que fatores como nutrigdo
adequada, profilaxia na prevencdo de doencas infectocontagiosas e avancos no tratamento de
doencas tém contribuido para maior longevidade dos animais e, consequentemente, maior
prevaléncia de patologias peculiares da faixa etaria mais avancada, dentre elas, as neoplasias (De
Nardi et al., 2002; Withrow, 2007; Daleck et al., 2008). Adicionalmente, 0 aumento da populagéo
canina e a maior disponibilidade e avanco nos métodos de diagnostico clinico também
contribuiram para maior proporcédo de casos diagnosticados (Nunes et al., 2017).

Segundo Vail (2008), a doenca oncologica é a maior causa de morte em cées, sendo que cerca de
50% deles serdo acometidos por processo neoplasico durante sua vida. Withrow (2007) observou
que 45% dos cdes com 10 anos de idade ou mais morrem devido a complicacBes neoplasicas.
Dentre os diferentes tipos de tumores, as neoplasias mamarias sdo 0s mais frequentes nas fémeas
caninas, representando grande desafio na oncologia veterinaria, principalmente em paises onde a
castracdo precoce nao € usual (Cassali et al., 2011; Nunes et al., 2017).

Na Medicina um dos objetivos atuais da oncologia é identificar fatores progndsticos e preditivos
gue possam estabelecer protocolos terapéuticos que propiciem melhores resultados de sobrevida
dos pacientes (Beserra et al., 2016). Assim, o elevado nimero de tumores mamarios em cadelas
e a sua correspondéncia como modelo experimental em relagdo aos humanos, aumentou o
interesse cientifico nessa espécie, melhorando consideravelmente o desempenho dos ensaios
clinicos (Queiroga et al., 2011; Valadares, 2015).

Como exemplo disso temos o estudo da via linfatica de metastase mamaria pela técnica de bidpsia
do linfonodo sentinela (LS), que € o primeiro linfonodo dentro de uma rede linfatica que recebe
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a drenagem de um tumor primario (Quadros e Gebrim, 2007; Tuohy et al., 2009). Sua
identificacdo e analise histopatoldgica tém sido extremamente importantes no estadiamento e
predicdo de sobrevida de pacientes com cancer, pois a presenca de metastase é o fator isolado
mais importante para definicdo do prognostico do cancer de mama e representa a base dos planos
terapéuticos (Paz et al., 2001; Tuohy et al., 2009).

Foi a partir de ensaios experimentais em cées, visando o aprimoramento da técnica de
identificacdo e biopsia do LS em mulheres, que o método passou a ser empregado em cadelas
(Pinheiro et al., 2003). Esses estudos servem como base ndo sé para a medicina humana, mas
também podem auxiliar na evolucdo dos métodos diagnosticos e terapéuticos na medicina
veterinaria (Casali et al., 2007; Queiroga et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

Objetivo geral

Identificar e avaliar a presenga de metastase em linfonodo axilar (LA) de cdes com
neoplasia em mamas de drenagem linfética axilar em estadiamento clinico Il ou Il
submetidas a mastectomia radical unilateral ou mastectomia regional cranial e
correlacionar com o estadiamento clinico e fatores de pior progndstico (tipo histologico,
presenca de ulceracdo, aderéncia e necrose).

Obijetivos especificos

Avaliar a aplicabilidade da técnica de administracdo do corante azul patente 2,5% por via
subcuténea na identificagdo de linfonodo(s) sentinela(s) axilar(es) de cdes com tumores
em mamas de drenagem axilar e estadiamento clinico Il ou IlI .

Avaliar o percentual de metéastase em LA ndo palpavel de pacientes com tumor mamario
em estadiamento clinico Il ou 111 submetidos & mastectomia. Correlacionar a presenca de
metastase em LA com a mama acometida, tamanho tumoral, ulceragdo, necrose e
aderéncia.

Correlacionar o tipo histologico da neoplasia com a presenca de metastase em
linfonodo(s) axilar(es) e com o estadiamento clinico do paciente.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Tumores mamarios em caes

3.1.1. Aspectos epidemioldgicos

Tumores mamarios sdo as neoplasias mais comuns em cadelas inteiras ou castradas tardiamente,
representando de 50 a 70% do total de neoplasias que acometem as fémeas caninas (Merlo et al.,
2008; Sorenmo et al., 2013). As taxas de incidéncia anual variam significativamente de acordo
com a localizacdo geogréfica e € menor em areas como os Estados Unidos e Europa Ocidental
onde a préatica de castragdo precoce é bem estabelecida (Sleeckx et al., 2011).

A frequéncia de tumores diagnosticados nos estudos europeus assemelha-se aos encontrados no
Brasil (Nunes et al., 2017). Um estudo retrospectivo! realizado por De Nardi et al. (2002) estimou
uma incidéncia de 45% de tumores mamarios em relacdo as outras afec¢bes oncoldgicas, sendo
68,4% destes tumores, considerados malignos.

Estudos patolégicos de neoplasias mamarias submetidas ao diagnostico histolégico revelam que
cerca de 41 a 53% desses tumores sdo considerados malignos, ocorrendo metastase em 25 a 50%
destes casos. (Queiroga e Lopes, 2002). No entanto, Filho et al. (2010), em um estudo
retrospectivo? observaram ocorréncia maior. Das 1.465 lesdes neoplasicas avaliadas, 73,4% eram
malignas, mostrando relagdo benigno:maligno de 1:2,75. Um outro estudo retrospectivo®
realizado por Nunes (2015) encontrou uma ocorréncia ainda maior, 84% de neoplasias mamarias
estudadas foram classificadas como malignas.

O risco do desenvolvimento dos tumores mamarios aumenta com a expectativa de vida. A doenga
acomete principalmente cadelas de meia idade (entre nove e 11 anos), sendo considerada rara em
animais jovens, com menos de quatro anos de idade (Lana et al., 2007; Sorenmo et al., 2013).
Nos cdes machos o risco de ocorréncia é muito baixo, com uma incidéncia que varia de 0 a 2,7%
(Merlo et al., 2008) e, geralmente, estdo associados as anormalidades hormonais como tumores
funcionais de células de Sertoli, que podem induzir ginecomastia (Lana et al., 2007; Filho et al.,
2010).

3.1.2. Revisdo anatdmica e drenagem linfatica

A mama € caracterizada como uma glandula sudoripara ap6crina modificada encontrada apenas
em mamiferos (Murphy, 2008; Sorenmo et al., 2011). Os cdes possuem cinco pares de mamas
(Fig. 1) dispostas em duas fileiras separadas, estendendo-se da regido toracica a inguinal
(Hedlund, 2008; Sorenmo et al., 2011), podendo eventualmente, apresentar apenas quatro pares
(Murphy, 2008). Essas mamas sdo denominadas toracicas craniais (1), toracicas caudais (2),
abdominais craniais (3), abdominais caudais (4) e inguinais (5) (Murphy, 2008; Queiroga et al.,
2011, Sorenmo et al., 2011).

1 Estudo retrospectivo realizado na Universidade Federal do Parana no periodo de 1998 a 2002.

2 Estudo retrospectivo realizado no Laboratoério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria no periodo de 1990 a 2008.

3 Estudo retrospectivo realizado no Laboratério de Patologia Comparada (LPC) e Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) no periodo de 2001 a 2013.
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A vascularizagao das glandulas mamarias é complexa. As mamas abdominais caudais e inguinais
sdo irrigadas pelas artérias e veias epigastricas superficiais, que se originam da artéria pudenda
externa. A mama abdominal cranial recebe vascularizacdo dos vasos epigastricos superficiais
craniais que irrigam, juntamente com 0s vasos cutaneos laterais, e ventrais (sexto e sétimo par), a
mama torécica caudal. A mama toracica cranial é irrigada pelos vasos torécicos laterais e quarto
e sexto pares de vasos cutaneos laterais e ventrais (Hedlund, 2008).

A circulacdo linfatica € um importante meio de disseminacgdo tumoral (Lana et al., 2007) e seu
conhecimento é necessario para avaliar a disseminacdo de células neoplasicas (Hedlund, 2008).
Foi descrita pela primeira vez na espécie canina por Baum (1918), que corou vasos linfaticos com
nanquim, aplicando-o ao redor da papila mamaria (Maués, 2013).

Toracica Caudal (2)
Toracica Cranial (1) 1 Abdominal Cranial (3)
P R - R Abdominal Caudal (4)
™ S~ {2 i JAguinal (5)

Génglio Linfatico

Cadeia Linfatica Maméaria

- - ,
. —

Figura 1. llustracdo da regido ventral de uma cadela em decubito dorsal demonstrando os cinco pares de
mamas, a drenagem linfatica e os linfonodos correspondentes (Fonte: Queiroga et al., 2011).

Duas cadeias linfaticas principais realizam a drenagem das glandulas mamarias na cadela,
compostas pelos linfonodos axilares e inguinais superficiais. Em animais saudaveis a circulacdo
linfatica promove a drenagem de glandulas ipsilaterais, ndo havendo contato direto entre as
cadeias direita e esquerda (Murphy, 2008; Sorenmo et al., 2011). Conforme demonstrado na
figura 1, as mamas torécicas sdo drenadas para os linfonodos axilares e as mamas abdominal
caudal e inguinal para os linfonodos inguinais superficiais. J& a mama abdominal cranial, realiza
sua drenagem principalmente para o(s) linfonodo(s) axilar(es) (aproximadamente 70%)
ocorrendo também drenagem para o(s) linfonodo(s) inguinal(is) (aproximadamente 30%)
(Hedlund, 2008; Sorenmo et al., 2011; Queiroga et al., 2011).

Em cadelas com neoplasias mamarias, conexdes linfaticas anormais podem ocorrer e a drenagem
para linfonodos regionais pode sofrer variagdo devido a producao de fatores pro-linfangiogénicos
(Pereira et al., 2003; Lana et al., 2007; Nogueira e Castro, 2017). No entanto, essas conexdes
anormais descritas foram observadas em um baixo percentual (Pereira et al., 2003).
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Os linfonodos axilares estdo localizados no tecido adiposo da face medial da porcao distal do
musculo redondo maior, na regido da primeira e segunda costelas. Estdo situados ventralmente a
artéria e veia toracodorsal e seus tamanhos podem variar de 0,5 a 5 cm, sendo que um segundo
linfonodo acessorio pode estar presente em cada axila (Pinheiro et al., 2003; Nogueira e Castro,
2017).

Os linfonodos inguinais superficiais estdo localizados aproximadamente trés a quatro centimetros
cranialmente ao 0sso pubico, na face dorsolateral das glandulas mamarias. Geralmente h& dois
linfonodos presentes, embora trés ou quatro possam ser localizados, variando de 0,5 a dois cm de
comprimento (Pinheiro et al., 2003), também envoltos por tecido adiposo. Os linfonodos
inguinais sdo removidos junto com a mama inguinal, quando essa é excisada, devido a sua
proximidade anatbmica com a mesma, diferentemente do LA, que nem sempre é avaliado e
abordado na rotina cirdrgica. I1sso ocorre devido & dificuldade de detec¢do do LA e potencial
morbidade no pés-operatorio dos animais, uma vez que ele é localizado junto a importantes
estruturas axilares (artérias, veias e nervos) (Tuohy et al., 2009; Maués, 2013).

Os linfonodos regionais (axilares e inguinais) podem estar aumentados devido a metastase de
tumores mamarios (Bella, 1998) e seu envolvimento resulta em prognéstico desfavoravel (Bella,
1998; Nunes, 2015). Sabe-se que a presenca de metastases em linfonodos provoca queda
importante no tempo de sobrevida dos pacientes, tornando importante essa ampliacdo do
conhecimento sobre a via de drenagem linfatica dos tumores mamarios (Nunes, 2015; VValadares,
2015).

3.1.3. Fatores de risco e etiologia

O estudo dos fatores de risco é importante para o entendimento da patogénese das neoplasias e
avaliagdo de prevencdo da doenca. O desenvolvimento de tumores mamarios em cées tem relagdo
direta com os horménios sexuais estrégeno e progesterona, que tém um papel fundamental no
desenvolvimento da glandula mamaria normal (Sorenmo, 2003). A prolactina facilita a acdo
mitotica do estrogeno, aumentando o nimero de seus receptores (Muldoon, 1981). O estrdgeno
promove o crescimento celular estimulando a liberagdo do fator de crescimento tumoral e fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). Estes fatores estimulam o crescimento das células
tumorais, e inibem o fator de transformacdo do crescimento B (TGF-f), que regula a atividade
proliferativa (Norman & Litwack, 1997).

Alguns autores relatam que receptores de estrégeno e progesterona sdo encontrados em 50% dos
tumores mamarios malignos e em 70% dos benignos (Gorbello e Corrata, 2001; Hedlund, 2008).
Las Mulas (2005) descreveu uma dependéncia hormonal em 96% dos tumores mamarios benignos
e em 55% das lesfes malignas a partir da imuno-histoquimica para receptores de estrégeno (RE)
e progesterona (RP).

Um estudo realizado por Schneider et al. (1969) demonstrou que a ocorréncia de tumores
mamarios em cadelas castradas antes do primeiro cio € de 0,5%, apds o primeiro cio € de 8%, e
aumenta para 26% se a cadela for castrada ap6s o segundo cio. A ovariohisterectomia tardia (apos
dois anos e meio de idade) ndo reduz o risco de tumores malignos, pois nesse periodo ja ocorreu
o pleno desenvolvimento das glandulas mamaérias na cadela. No entanto, o risco de neoplasias
benignas parece ser reduzido (Schneider et al., 1969; Misdorp et al., 1999).
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Além da influéncia dos hormdnios ovarianos, 0 uso de hormdnios exdgenos injetaveis para
inibicdo de ciclo estral ou gestacdo pode aumentar a ocorréncia das neoplasias, pois, a longo
prazo, promovem a formacao de nddulos hiperplasicos que podem sofrer transformacédo maligna
(Misdorp et al., 1999; Zatiloukal et al., 2005). Outros fatores de risco descritos além da idade e
exposi¢do hormonal, sdo a dieta, obesidade e raga (Sorenmo et al., 2013).

Estudos epidemiolégicos em seres humanos e experimentos em roedores tém demonstrado que a
obesidade e uma dieta rica em gordura aumentam o risco da ocorréncia de cancer (Maués et al.,
2016). E possivel que a obesidade aumente o risco de neoplasias mamarias em cées e alguns
estudos mostram que esse efeito é maior quando 0 ganho de peso ocorre no inicio da vida do
animal. O aumento de peso corporal préximo ao periodo de diagndstico da doenca parece nao ser
significativo (Sorenmo et al., 2011).

O mecanismo exato pelo qual a obesidade influencia o desenvolvimento e progndéstico do cancer
de mama permanece desconhecido, no entanto, varias substancias secretadas pelos adipdcitos
foram descritas como importantes, principalmente no processo de resposta inflamatéria (Cranford
et al., 2015). Dentre essas substancias podemos destacar aromatase, leptina, adiponectina,
quimiocinas, proteinas de fase aguda (proteina C reativa), fatores hemostaticos e hemodinamicos,
neurotrofinas, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucinas, resistina, dentre outras (German
et al., 2010; Cranford et al., 2015).

Alguns trabalhos tém demonstrado gque cdes com maior quantidade de tecido adiposo tém niveis
séricos mais elevados de leptina e a maior expressdo do receptor de leptina foi detectado em
tumores mamarios benignos e carcinomas complexos, quando comparados a tecidos mamarios
normais e hiperplasicos (Ressel et al., 2012). Este horménio pode, também, aumentar a
proliferacdo celular, através da estimulacdo de IGF-1, e estimular a angiogénese (Renehan et
al.,2006).

A predisposi¢éo racial ndo é bem estabelecida na literatura, uma vez que a diferenca pode estar
relacionada ao perfil da populacdo canina atendida nos centros veterinarios. No entanto, alguns
autores apontam maior ocorréncia em ragas puras quando comparadas com ragas mistas e
Zatloukal et al. (2005) e Hedlund (2008) apontaram maior risco relativo para o desenvolvimento
de tumores mamarios em cdes das racas Poodle, Cocker Spaniel, Dachshund e alguns Terriers.

3.1.4. Aspectos clinicos e diagnostico

A maioria dos cdes com tumores mamarios é clinicamente saudavel no momento do diagndstico
e 0s tumores podem ser identificados pelos proprietarios ou pelo veterinario durante o exame
clinico de rotina (Sorenmo et al., 2013). As formagdes neoplésicas comumente apresentam-se
como nddulos circunscritos, de consisténcia firme, podendo ser Unicos, multiplos, aderidos (a pele
e/ou musculatura), moveis, cisticos, ulcerados, inflamados e de tamanhos variaveis (Misdorp,
2002; Hedlund, 2008; Sorenmo et al., 2013). Podem acometer uma ou ambas as cadeias mamarias
e as glandulas abdominais caudais e inguinais sdo, geralmente, as mais acometidas,
provavelmente devido a maior quantidade de parénquima mamario (Cassali et al., 2011; Sorenmo
etal., 2011).

O diagnostico da doenca é clinico e deve iniciar pela anamnese e identificagdo do paciente quanto

ao sexo, idade e status reprodutivo. Os animais devem ser inicialmente submetidos a exame fisico
completo com avalia¢do da condi¢éo clinica geral e coleta de informacdes referente ao historico
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clinico, reprodutivo (ciclo estral, partos, castracao, tratamento hormonal, abortos e pseudociese)
e da lesdo da glandula mamaéria (tempo de evolucgdo e histérico de lesdes anteriores) (Ferreira et
al., 2003; Campos e Lavalle, 2017).

O exame fisico especifico deve incluir a inspe¢do e palpacdo minuciosa de todas as glandulas
mamarias, assim como dos linfonodos regionais, visto que o sistema linfatico é a principal rota
de metéstases para as patologias malignas de mama em cdes. Todas as informagdes devem ser
registradas em um prontuério ou ficha oncoldgica (Sorenmo, 2003; Campos e Lavalle, 2017).

A puncdo por agulha fina (PAF), aspirativa ou ndo, é um método seguro, de alta sensibilidade e
especificidade para a identificacdo de neoplasias e metastases em geral (Sorenmo, 2003). No
entanto, o diagndstico citolégico na mama, principalmente ao que se refere aos carcinomas
mamarios, € marcado por graus variados de incerteza diagndstica. E preciso ressaltar que células
mesenguimais e mioepiteliais neoplasicas benignas também exibem variados graus de atipia
citolégica nao relacionada a malignidade, podendo ser erroneamente interpretadas como
malignas. Além disso, ndo existem critérios citomorfolégicos que permitam distingdo entre as
contrapartidas benigna e maligna nessas populacGes celulares (Grandi, 2017). No entanto, a
citologia é muito empregada na pesquisa de metéstase em linfonodos regionais palpaveis,
principalmente quando estes apresentarem alteragdes na forma, tamanho e/ou consisténcia. Em
caso de resultados positivos ou suspeitos para metastases, a exérese do(s) linfonodo(s) afetado(s)
deve ser realizada (Sorenmo, 2003; Cassali et al., 2007).

Os pulmdes sdo os sitios mais comuns de metastase a distancia em caes com neoplasias mamarias
malignas, entretanto, outros 6rgaos também podem ser acometidos como figado, rins, bago e, em
menor frequéncia, sistema nervoso central e 0ssos (Nunes, 2015; Campos e Lavalle, 2017).

Exames auxiliares de imagem devem ser realizados como radiografias toracicas em trés projecoes
(ventro-dorsal e latero-lateral direita e esquerda) e ultrassonografia abdominal (Sorenmo et al.,
2011). O exame de tomografia computadorizada é o que apresenta maior acuracia na deteccéo de
metastases pulmonares e de outros 6rgaos, principalmente aquelas com didmetros pequenos. No
entanto, devido ao custo elevado e necessidade de anestesia geral para sua realizagdo em cées, a
radiografia é o método padrdo mais utilizado para a detec¢cdo de metastases pulmonares, podendo
detectar les6es pulmonares com didmetro superior a 6 mm (Cassali et al., 2014; Campos e Lavalle,
2017). A tomografia e ressonancia magnética sdo também indicadas para avaliacdo de outros
Orgdos para pesquisa de sitios metastaticos, inclusive do encéfalo, quando ha suspeita de lesdo em
sistema nervoso central (Campos e Lavalle, 2017).

3.1.5. Tratamento

Apesar do esforco significativo para o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, a
exérese cirtrgica é o método mais antigo e, ainda hoje, de maior sucesso no tratamento das
neoplasias em animais e humanos (Withrow, 1998), sendo a conduta de escolha para cadelas com
tumores mamarios, exceto aquelas com carcinomas inflamatérios (Sorenmo et al., 2013; Lavalle
et al, 2017). A excisdo cirdrgica tem como objetivo proporcionar o controle locorregional da
doenca proporcionando melhor qualidade de vida e sobrevida do paciente. Além disso, permite a
avaliagdo histopatoldgica da lesdo, conferindo informagfes importantes sobre a classificagdo
tumoral, prognostico e necessidade de terapias adjuvantes (Sorenmo et al 2013, Lavalle et al,
2017).
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A resseccdo dos tumores mamarios é considerada rotineira na clinica de animais de companhia,
e a escolha da técnica cirurgica depende da extensdo da doenca, drenagem linfética, tamanho e
localizagdo da lesdo (Sorenmo et al., 2003; Cassali et al., 2014; Horta et al., 2014). Deve-se dar
preferéncia as técnicas mais simples e menos invasivas necessarias para a remocao completa dos
nodulos tumorais e tecido linfatico adjacente. No entanto, € importante respeitar os principios da
cirurgia oncoldgica, a anatomia e os fatores progndsticos. Dessa forma, podem ser realizadas
intervencdes como lumpectomia (nodulectomia), mastectomia simples, mastectomia regional
(cranial ou caudal) e mastectomia radical unilateral ou bilateral (Hedlund, 2008; Horta et al.,
2014).

As informacbes sobre o tamanho do tumor, localizacdo e presenca de caracteristicas de
malignidade como ulceracdo, necrose e aderéncia a pele ou musculatura devem ser consideradas
antes da definicdo de conduta cirargica. Nédulos Gnicos com diametro inferior a 1 cm e sem
caracteristicas de malignidade podem ser removidos por nodulectomia. Para nédulos que variam
de 1 a 3 cm a mastectomia simples ou regional pode ser indicada. No entanto, para tumores
maiores que 3 cm a mastectomia regional ou radical é considerada melhor opcéo, dependendo das
caracteristicas e localiza¢do do tumor (Hedlund, 2008; Lavalle et al., 2017).

Alguns pesquisadores sugerem a realizacdo de procedimentos cirlrgicos mais extensos, em uma
abordagem preventiva, diante da possibilidade de aparecimento de novas lesdes na mama
remanescente. A cirurgia radical profilatica definitivamente previne o desenvolvimento de lesdes
futuras, no entanto, estudos retrospectivos e prospectivos ndo evidenciaram nenhuma diferenca,
em termos de sobrevida e taxas de recidiva, quando as técnicas conservadoras foram comparadas
as mastectomias radicais. Assim, critérios clinico-cirurgicos devem ser utilizados para determinar
a melhor abordagem para cada paciente (Horta et al., 2014; Lavallle et al., 2017).

Apesar de ser considerada um procedimento de baixa morbidade, as mastectomias,
principalmente radicais, sdo consideradas procedimentos invasivos, com margem significativa
para o desenvolvimento de complicacdes pds-operatorias como hematomas, seromas, infeccdes e
deiscéncia de pontos, enfisema subcutaneo e edema de membros (Hedlund, 2008; Horta et al.,
2015).

A quimioterapia ¢ uma modalidade de tratamento indicada para pacientes com tumores de mama
com estadiamento avangado ou com neoplasias de progndstico desfavoravel, como terapia
adjuvante para prevenir recorréncias locais ou metastases (Cassali et al., 2011; Cassali et al.,
2014).

A quimioterapia causa dano e interfere na replicacdo do DNA de celulas em proliferacéo,
resultando em efeitos antiproliferativos e citotdxicos (Hanahan et al., 2000; Ehrke, 2003).
Protocolos de guimioterapia em dose maxima tolerada (QDMT) tem como objetivo 0 méaximo
possivel de citotoxicidade das células tumorais. E considerada ndo especifica, causando danos e
toxicidade as células neoplasicas e sadias, sendo necessario intervalo entre os ciclos para
recuperacdo do tecido normal ((Hanahan et al., 2000; Campos et al., 2017). Esses protocolos
frequentemente séo eficazes no inicio e resultam em regressao ou estabilizagdo do tumor, aumento
da sobrevida e até cura. No entanto, algumas respostas positivas podem ser de curta durag&o e ter
recorréncias, resultando em neoplasias de pior comportamento bioldgico e resistentes a farmacos
citotoxicos (Hanahan et al., 2000). Os principais protocolos propostos pela literatura consistem
no uso de doxorubicina associado a ciclofosfamida ou a carboplatina, cisplatina ou carboplatina
como farmaco Unico, ciclofosfamida associada a 5-fluoracil, carboplatina associada a gencitabina
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e paclitaxel. No entanto, estudos ainda s@o necessarios para determinar protocolos mais eficientes
para a neoplasia mamaria canina (Sorenmo et al., 2013; Lavalle et al., 2017).

A quimioterapia metrondmica baseia-se na administracdo de agentes citotoxicos de forma
continua em doses relativamente mais baixas do que a QDMT. A administracdo metrondmica
proporciona baixos e continuos niveis circulantes dos farmacos antineoplésicos, garantindo
efeitos citotoxicos, anti-angiogénicos e imunomoduladores, interferindo na progressao e
metastase das neoplasias. Ainda proporciona menores efeitos adversos e de resisténcia aos
quimioterdpicos em comparagdo a QDMT (Hanahan et al., 2000). Os protocolos geralmente sdo
bem tolerados, prolongando a sobrevida global e aumentando a qualidade de vida do paciente.
Né&o substitui o tratamento convencional mas pode ser uma alternativa de tratamento paliativo em
pacientes com metéstase, tumor inoperavel ou resisténcia a quimioterapicos. Podendo ainda ser
utilizada ap6s a QDMT com o objetivo de aumentar o intervalo livre de doenga e sobrevida global
do paciente. Farmacos como lomustina, clorambucil e ciclofosfamida podem ser utilizados
isoladamente ou em associa¢es com outras classes farmacoldgicas como anti-inflamatoérios nao
esteroides (AINES) e inibidores de tirosina quinase (Campos et al., 2017).

Neoplasias benignas e carcinomas bem diferenciados frequentemente apresentam positividade
para receptores de estrégeno e progesterona, sendo considerado um fator preditivo para terapia
adjuvante de hormonioterapia. Essa avaliacdo de RE e RP pode ser realizada por meio de
imunohistoquimica no tumor primario e/ou metastase e, em caso de positividade, a
ovariohisterectomia pode ser indicada devido & eliminacdo do estimulo hormonal e,
consequentemente, proliferagdo tumoral (Ferreira et al., 2017).

A utilizacdo de inibidores competitivos da ligacdo do estradiol ao RE como o Tamoxifeno tem
sido estudada por sua agdo anti-proliferativa tanto in vitro, como em alguns ensaios clinicos (Lana
et al., 2007). O farmaco ¢ frequentemente utilizado em mulheres diagnosticadas com cancer de
mama horménio-dependentes, sendo relacionado a aumentos na sobrevida global, intervalo livre
de doenca e reducdo de recidivas. Entretanto, seu uso em cadelas ndo tem sido promissor devido
aos efeitos adversos sisttmicos observados como: alteragdes uterinas (complexo hiperplasia
endometrial cistica - piometra, metaplasia e p6lipos endometriais), edema vulvar, incontinéncia e
sinais de infeccBes do trato urinario, alteragcBes oftalmoldgicas reversiveis como retinite e
aumento de plaquetas na circulacdo sanguinea (Tavares et al., 2010).

O papel da cicloxigenase 2 (COX-2) tem sido muito estudado na doenga oncoldgica. Essa enzima
e seus produtos podem inibir a apoptose, estimular a angiogénese, diminuir a adeséo celular e
destruicdo da membrana basal favorecendo invaséo, metastase e podendo interferir na vigilancia
imunoldgica e resultar em imunossupressdo e manutengdo da resposta inflamatoria (Heller et al.,
2005; Hayes, 2007). O aumento da expressdao de COX-2 em neoplasias mamarias caninas tem
sido relacionado a um comportamento biologico tumoral mais agressivo (Heller et al., 2005).
Assim, os inibidores de COX-2 representam uma alternativa farmacoldgica interessante no
tratamento e controle de neoplasias mamarias em estadiamento avancado, sendo considerado fator
preditivo importante (Lavalle et al., 2012). Deve-se ressaltar que o uso desses farmacos inibidores
de COX-2 como AINEs seletivos sdo indicados somente em situagdes com neoplasia submetida
a analise imunohistoquimica com resultado de altos escore de expressdo para COX-2 (Lavalle et
al., 2012; Campos et al., 2017). AINEs como Piroxicam e Firocoxibe podem ser utilizados,
lembrando que pacientes idosos e/ou aqueles submetidos a tratamentos prolongados devem ser
monitorados devido ao maior risco de efeitos colaterais e desenvolvimento de lesdo renal
(Campos et al., 2017).
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N&do existe um protocolo consenso para o tratamento da neoplasia mamaéria canina, mas o
importante é sempre priorizar a qualidade e vida do paciente, ndo o submetendo a tratamentos
agressivos desnecessarios ou nao tratando pacientes que seriam beneficiados com determinada
terapia (Cassali et al., 2014).

3.1.6. Classificagdo histopatologica

Exames histopatologicos devem ser realizados de todas as lesdes mamarias, independentemente
do tamanho, uma vez que esse exame fornece informacdes para 0 melhor plano terapéutico do
paciente. Diversos métodos de classificacdo histopatoldgica foram propostos para 0s tumores
mamarios caninos. Alguns destes adaptados a partir de sistemas de classificagdo para tumores
mamarios humanos. Em 1974, a OMS publicou a primeira classificacdo internacional histologica
de tumores dos animais domésticos, que incluiu tumores e displasias da glandula mamaria. Em
1999 foi publicada uma nova classificacdo, uma revisdo da classificacdo original, sendo a
classificagdo mais empregada e preconizada pela OMS e publicada por Misdorp et al. (1999) pela
AFIP (Armed Forces Institute of Pathology).

Cassali et al. (2011) propuseram uma revisdo e atualizacdo das classificacbes de Misddorp,
incluindo novos subtipos histologicos. Atualmente, 0 Consensus for the Diagnosis, Prognosis and
Treatment of Canine Mammary Tumors proposto por Cassali et al. (2014), contempla uma
classificagdo mais abrangente adotando novos subtipos ndo descritos anteriormente, descritos nas
Tab.1le 2.

Essa classificagdo foi elaborada considerando-se o tecido de origem (epitelial, mioepitelial,
mesenquimal), suas caracteristicas morfoldgicas e seu progndstico. As lesdes mamarias podem
ser divididas em lesBes benignas ndo neoplasicas, neoplasias benignas e neoplasias malignas
(Maués, 2013; Cassali et al., 2014).

Tabela 1. Classificacdo histologica de lesdes mamarias ndo neoplésicas e neoplasias benignas de acordo
com o Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors proposto por
Cassali et al. (2014).

LESOES NAO NEOPLASICAS

Hiperplasia epitelial Les6es de células colunares

Hiperplasia lobular Alteracdo de células colunares

Hiperplasia ductal Hiperplasia de células colunares

Adenose Lesdes atipicas de células colunares
NEOPLASIAS BENIGNAS

Adenoma Fibroadenoma

Adenomioepitelioma Papiloma ductal

Adenoma basaléide Tumor misto benigno
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Tabela 2. Classificacdo histolégica de neoplasias malignas de acordo com o Consensus for the Diagnosis,
Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors proposto por Cassali et al. (2014).

NEOPLASIAS MALIGNAS

Carcinomas

Carcinoma in situ ductal ou lobular
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma solido

NEOPLASIA MIOEPITELIAL

Adenomioepitelioma maligno

Carcinomas especiais

Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasor
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma secretor

Carcinoma rico em lipideos
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma anaplasico

Carcinoma mamario com diferenciacdo sebacea

Sarcomas Outros sarcomas
Fibrossarcoma Condrossarcoma
Osteossarcoma Lipossarcoma
Carcinossarcoma Hemangiossarcoma

Sarcoma em tumor misto

As neoplasias benignas geralmente sdo lesGes expansivas constituidas por células bem
diferenciadas que podem ser distinguiveis das células normais correspondentes. As atipias na
arquitetura tecidual sdo discretas, ou seja, bem semelhantes ao tecido que lhe deu origem. De
maneira geral, 0s tumores benignos apresentam crescimento ndo invasivo e sdo delimitados pelo
tecido normal adjacente (Damasceno et al., 2017), podendo progredir para lesdes malignas
invasoras (Sorenmo et al., 2013). Os tumores malignos normalmente s&o pouco diferenciados ou
indiferenciados, apresentam crescimento rapido e infiltrativos e, frequentemente, resultam em
metastase (Lana et al., 2007).

O tumor misto benigno é a neoplasia benigna mais comum (Queiroga e Lopes, 2002; Nunes et
al., 2014) e o carcinoma em tumor misto é a neoplasia maligna mais prevalente na glandula
mamaria canina (Nunes et al., 2014; Nunes, 2015)

3.1.7. Estadiamento clinico e prognostico

O estadiamento clinico do paciente é um fator importante para a definicdo da abordagem
terapéutica dos tumores mamarios, pois ajuda a entender e determinar a extensdo da doenca,
sugere um prognostico e, consequentemente, auxilia no planejamento do tratamento mais
adequado a ser instituido. Os pardmetros a serem avaliados necessitam de exames fisico e exames
complementares para pesquisa de metastase (Sorenmo et al., 2013; Cassali et al., 2014).
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Esse estadiamento baseia-se no sistema TNM maodificado, criado pela OMS como demonstrado
na Fig. 2. Esse sistema considera informagdes como o tamanho da lesdo priméria (T), presenca
de metastase em linfonodo regional (N) e presenca de metéstase a distancia (M) (Cassali et al.,
2011; Cassali et al., 2014).

As possiveis combinacfes entre T, N e M, originam o estadiamento clinico que possibilita
classificar o animal em cinco estadios (I a V), sendo que o estadiamento mais baixo (I) possui
melhor progndstico e o estadiamento mais alto (V), pior prognostico (Sorenmo et al., 2011,
Valadares, 2015).

O tamanho tumoral é considerado um fator progndstico importante no cancer de mama de cadelas,
uma vez que, lesdes menores que 3,0 cm se correlacionam significativamente com melhor
prognostico que lesdes maiores, como demonstrado na Fig. 3. Este parametro tem a vantagem de
ser facilmente obtido durante a consulta e deve ser considerado na decisdo de terapia do paciente
(Sorenmo et al., 2013).

Estadiamento Tamanho do Linfonodos Metastase a distancia
tumor primario regionais
I T1:<3,0cm No (sem metéstase) Mo (sem metéastase)
1 T,: 3,0-5,0 cm No (sem metéstase) Mo (sem metéastase)
11 Ts:>5,0cm No (sem metéstase) Mo (sem metastase)
v TiouTz0u T3 N1 (com metéstase) Mo (sem metéstase)
V Ti0uTz0u T3 No ou N M; (com metéstase)

Figura 2. Sistema de estadiamento clinico para tumores mamarios caninos de acordo com o sistema TNM
estabelecido pela OMS (modificado): T = tamanho do tumor primario, onde T; < 3,0 cm de diametro; T, =
3,0 - 5,0 cm de didmetro; Ts > 5,0 cm de didmetro. N = envolvimento de linfonodos regionais, onde No =
sem evidéncia de metastase; N1 = linfonodo(s) regional(is) ipsilateral(is) envolvido(s); M = metastase em
orgdos distantes, onde Mo = sem evidéncias de metdstase a distancia; M1 = presenca de metéstase a
distancia. (Adaptado de Owen, 1980; Cassali et al., 2011).

A invasdo de vasos linfaticos e linfonodos regionais resulta em uma queda significativa na
sobrevida dos pacientes quando comparados a individuos com pesquisa negativa para metastase
em linfonodos (Sorenmo, 2003; Sorenmo et al., 2011), como pode ser ilustrado pela Fig. 4.
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Figura 3. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier mostrando cadelas com carcinomas mamarios de acordo
com o tamanho tumoral. T1 —tumores menores que 3,0 cm de didmetro, mediana ndo foi atingida, n = 118;
T2 —tumores entre 3,0 e 5,0 cm de didmetro, mediana atingida aos 868 dias, n = 46; T3 — tumores maiores
que 5 cm de didmetro, mediana atingindo 503 dias, n = 82 (Nunes, 2015).
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier mostrando sobrevida global (%), de acordo com a presenca ou auséncia
de metéastase em linfonodo de cadelas com carcinomas mamaérios (Modificado de Aradjo et al., 2016).

Dados como os de Nunes (2015) reforcam que o estadiamento clinico avangado esta associado a
um pior prognostico da doenca, como pode ser visto na Fig. 5.
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Figura 5. Curva de sobrevida derivada de Kaplan-Meier de cadelas com carcinomas em tumores mistos de
glandula mamaria de acordo com o estadiamento clinico. Observa-se o tempo de sobrevida
significativamente menor em cadelas com estadiamento avancado quando comparado com cadelas com
estadiamento inicial. Estadio I: mediana ndo atingida, n = 111; estadio Il: mediana ndo atingida, n = 39;
estadio Ill: mediana ndo atingida, n = 29; estadio IV: mediana atingida aos 563 dias, n = 16; estadio V:
mediana atingida aos 404 dias, n = 6 (Nunes, 2015).

Além do estadiamento, outros fatores clinicos e patoldgicos podem ser Gteis para a condugdo dos
casos de cancer de mama em cadelas (Lana et al., 2007). O comportamento biolégico das
neoplasias mamarias é extremamente variavel, e encontra-se intimamente relacionado a
importantes caracteristicas de malignidade como o tamanho tumoral, presenca de areas de
ulceracdo, invasao tecidual (aderéncias a pele ou musculatura) e necrose, além das metastases em
linfonodos regionais e/ou em 6rgéos distantes (Lana et al., 2007; Cassali et al., 2011). Da mesma
forma, as informacdes obtidas no exame histopatoldgico, como tipo histologico, grau de
diferenciagdo, polimorfismo celular, indice mit6tico, obtencdo de margens cirdrgicas e presenga
de necrose apresentam valor prognéstico de extrema relevancia para o clinico (Cassali et al.,
2014).

3.2. Linfonodo sentinela

O LS é definido como o primeiro linfonodo a receber a drenagem linfatica do tumor, e
corresponde ao primeiro local de metéstase que se dissemina por via linfatica (Paz et al., 2001;
Quadros e Gebrim, 2007; Tuohy et al., 2009). A identificacdo e histopatologia do LS séo
fundamentais para o estadiamento dos canceres em humanos e ajudam a determinar os planos de
tratamento e prognostico (Pereira, 2005; Tuohy et al., 2009).

A primeira observagao sobre o LS foi descrita em cancer de parétida humano em 1960 (Quadros

e Gebrim, 2007) e, posteriormente, em 1969, foi investigado por Ramén Cabanas em carcinomas
penianos humanos (Urban et al., 2001; Quadros e Gebrim, 2007). Cabanas foi o primeiro a estudar
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a drenagem linfatica em tumores malignos e demonstrou que havia progressao escalonada das
neoplasias nas cadeias linfaticas, descrevendo, portanto, o conceito de LS (Urban et al., 2001).

Estudos demonstrando sua aplicabilidade em tumores de mama em mulheres foram descritos
inicialmente por Krag et al. (1993). Desde entéo, a avaliagdo do LS tem se revelado segura e com
elevada acuracia para predizer a propagacao linfatica do tumor (Pinheiro et al., 2003; Tuohy et
al., 2009). Na Medicina a bidpsia do LS permite a preservacdo dos demais linfonodos axilares e,
portanto, tem sido caracterizada como amostragem axilar seletiva, minimamente invasiva e
altamente sensivel na identificagdo de metastases, sendo amplamente utilizada antes da
linfadenectomia axilar total indicada anteriormente. Dessa forma, a linfadenectomia axilar s6 é
realizada em casos de metastase linfonodal confirmada (Paz et al., 2001). Tal procedimento pode
evitar varios efeitos adversos do esvaziamento linfatico axilar como dor crénica, parestesia,
limitagdo de movimentos do brago, seroma, linfedema e internagdo prolongada, havendo
comprometimento da qualidade de vida das pacientes, sendo pertinente o questionamento de sua
real necessidade (Urban et al., 2001; Quadros e Gebrim, 2007).

Na Medicina Veterinaria a utilizacdo da técnica do LS tem auxiliado na identificagdo do LA com
pequenas incisdes e menor manipulacdo tecidual. Sua avaliagdo histopatoldgica tem contribuido
para o estadiamento da doenca neoplésica e, consequentemente, no estabelecimento do
prognostico e tratamento do paciente (Bianchi, 2015, Maués et al., 2016).

Vérios métodos foram descritos para a detecgdo do LS em humanos e cadelas como o uso de
corantes, radiofarmacos ou associa¢do de ambos (Pinheiro et al., 2003, Maués et al., 2016).
Diferentes corantes azuis tém sido utilizados para o procedimento de marcacdo do LS, sendo o
Azul Patente V Sddico (2,5%) o mais utilizado no Brasil e na Europa e o Azul de Isossulfan o
mais usado nos Estados Unidos (Sorenmo et al., 2013; Valadares, 2015). Ambos sdo injetados
por via intradérmica ou subcuténea alguns minutos antes do procedimento cirlrgico na regiao
periaoreolar da mama ou peritumoral. Apos a inje¢do, o corante € drenado pelo sistema linfatico,
permitindo a visualizagdo da cadeia linfatica regional durante o procedimento cirtrgico. As
vantagens desse método sdo as boas taxas na detec¢do do linfonodo pela marcagéo de coloragdo
azulada, simplicidade na execugdo da técnica e baixo custo (Pinheiro et al., 2003; Bianchi, 2015;
Valadares, 2015). Apoés a exérese do linfonodo, deve-se realizar a anélise histopatoldgica do
tecido para deteccdo de metéstase e técnicas como a imuno-histoquimica podem ser utilizadas
para auxiliar no diagnostico (Maués, 2013; Beserra et al. 2016).

Pinheiro et al. (2003) encontraram 90,9% dos linfonodos axilares em cadelas submetidas a
mastectomia apds aplicacéo do corante azul patente por via subpapilar. Bianchi (2015) encontrou
95,9% dos linfonodos axilares com o uso do mesmo corante por via intradérmica. Ja Maués et al.
(2016), encontraram taxa de sucesso de 76,27% para identificagdo do LS com uso de azul de
metileno 2% por via intradémica. Entretanto, é importante ressaltar que alguns fatores podem ser
determinantes na taxa de sucesso de identificacdo do LS como a curva de aprendizagem do
cirurgido e a possivel ocorréncia de falso negativo devido ao bloqueio linfatico pela formacéo de
émbolos em caso de tumores muito grandes (Quadros e Gebrim, 2007; Valadares, 2015).

Além dos corantes j& citados, outros podem ser utilizados como o iopamidol, o verde de
indocianina e a hemossiderina* (pigmento de ferro), e o tempo de inicio da marcagdo pode variar

4 A hemossiderina, produto da degradacdo da hemoglobina, é utilizada como m corante autélogo, obtido
por meio de hemdlise do sangue do paciente ap6s centrifugacdo (Quadros e Gebrim, 2007).
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de acordo com o corante utilizado. O uso de radiofarmacos, como o Tecnécio Tc99 pela
linfocintilografia nos hospitais dotados de medicina nuclear, também € uma opg¢éo (Quadros e
Gebrim, 2007). A vantagem do uso de radiofdrmacos é a maior sensibilidade da técnica em
comparacgdo ao uso dos corantes, indicando o nimero e a localizacdo do LS e permitindo maior
programacdo cirtrgica. No entanto, a técnica tem alto custo, necessita de equipe profissional
especializada e equipamentos para leitura e deteccdo da radiacdo. Mesmo quando utilizada,
associa-se 0 uso de um corante pois essa associacdo do radiofdrmaco com o corante facilita a
identificacdo do linfonodo durante o procedimento cirdrgico (Pinheiro et al., 2003, Pereira, 2005).

As complicacBes oriundas da aplicacdo dos corantes como azul patente sdo bastante raras em
mulheres, sendo relatadas rea¢bes de hipersensibilidade em menos de 1,5% das pacientes
submetidas a técnica (Urban et al., 2001). Em algumas cadelas, coloragdo da pele em tom azulado
foi observada por até 24 horas apos aplicacdo, mas reagdes adversas com o azul patente e
hemossiderina ainda ndo foram descritas (Pinheiro et al., 2003), no entanto, ha relato de reacdo
alérgica local no ponto de aplicagdo do corante azul de metileno (Beserra et al., 2013).

Trabalhos utilizando o azul patente, em cultivo de células de endotélio corneal, demonstraram
auséncia de citotoxicidade, sem qualquer efeito deletério para o cultivo, mesmo em altas
concentracgdes, demonstrando sua excelente biocompatibilidade (Thaler et al., 2011). A solucdo
de azul patente é eliminada de 24 a 48 horas pela bile e através da urina, que pode tornar-se verde
ou azulada (Bianchi, 2015; Valadares, 2015).

Um estudo realizado por Bianchi (2015) com 49 cadelas com tumores de mama, foi observada
taxa geral de 16,3% de metastase em linfonodo axilar. No entanto, quando foi considerada
neoplasia na mama torécica cranial, houve correspondéncia de 36,4% de metastase, sugerindo
que essas mamas sdo mais propensas a desenvolver metastases no linfonodo axilar. Outro dado
relevante deste estudo é que a maioria das cadelas que apresentaram metastase linfonodal axilar
(62,5%), possuia ndédulos de mama maiores que 3 cm.

No contexto da Medicina Veterinaria, a pesquisa do LS ndo muda a conduta em relagdo a
abordagem do LS inguinal (uma vez que esse é removido junto com a mastectomia e avaliado
separadamente), mas é uma importante ferramenta para o correto estadiamento e identificacdo do
LA, visto que nem sempre um linfonodo com metastase encontra-se aumentado de tamanho e
facilmente palpavel (Valadares, 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

Este estudo foi encaminhado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
UFMG sob o protocolo de n® 361/2016. Foi também autorizado pelo Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias (DCCV) da UFMG e teve consentimento da dire¢do do Hospital Veterinario
(HV-UFMG) e Laboratorio de Patologia Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG, responsaveis pelo fornecimento de dados retroativos e realizacao das avaliacoes
e procedimentos. Os tutores assinaram o Termo de Consentimento Livre e esclarecido (anexo 1).

4.2. Populagéo

Foram analisados dados de 50 cdes, de diferentes ragas e idades, com diagndstico clinico de tumor
em mamas com drenagem para o linfonodo axilar (mamas toracicas e/ou mamas abdominais
craniais). Além disso os animais apresentavam obrigatoriamente estadiamento 1l ou IlI,
classificados de acordo com a versdo modificada proposta pela OMS. Para a analise de cdes com
mais de um diagnostico de neoplasia mamaria, utilizou-se o diagndstico responsavel pela inclusdo
do paciente no estadiamento Il ou IlI.

Os animais foram provenientes da rotina clinico-cirargica do HV-UFMG no periodo de abril de
2015 a maio de 2017. Para obter-se um n amostral satisfatorio o estudo envolveu uma anélise
retrospectiva (abril 2015 a margo 2016) representada por 19 animais e uma andlise prospectiva
(abril 2016 a maio 2017) representada por 31 animais.

4 3. Critérios de exclusao

Né&o foram incluidos neste estudo as seguintes situacGes: (1) animais com lesdes menores que 3
cm submetidos apenas a nodulectomia ou mastectomia simples; (2) animais submetidos a
mastectomia apenas com lesdes em mamas de drenagem inguinal, que ndo sdo objetivo de
avaliacdo deste estudo; (3) animais com les6es em estadiamento clinico Il ou Ill, porém, com
linfonodo axilar palpével, visto que nesses casos a utilizagéo do azul patente ndo é necessaria para
identificacdo do linfonodo e a PAF pode ser realizada para pesquisa de metastase antes da
cirurgia.

4.4, Realizagd@o de exames pré-cirirgicos

Os animais foram submetidos a exame clinico completo (avaliacdo de mucosas, tempo de
preenchimento capilar, hidratagdo, ausculta cardiopulmonar, temperatura retal, avaliagdo dos
nodulos mamarios e linfonodos examinaveis).

Informacdes como raca, idade, peso, uso de anticoncepcional, nimero de cios, pseudogestacéo,
partos, abortamentos, castracdo, realizacdo de cirurgias prévias, e caracterizacdo dos nodulos
mamarios e linfonodos regionais foram registradas na ficha de atendimento padréo do setor de
oncologia do HV-UFMG para o estadiamento de animais com tumores mamarios (anexo 2). O
estadiamento clinico foi realizado para cada paciente, considerando, em caso de nédulos
multiplos, a lesdo de estadiamento mais avangado, de acordo com os critérios definidos pela OMS.
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Lesdes ulceradas e com necrose foram registradas. Foram considerados ulcerados os nédulos com
solugdo de continuidade rasas, eritematosa, com fundo limpo. Os nédulos classificados com
presenca de necrose foram aqueles com solugBes de continuidade mais profundos, com tecido
enegrecido ou desvitalizado e presenca de secrecdo.

Coleta de sangue para exames de hemograma completo e dosagem sérica de ureia, creatinina,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama
GT (GGT), glicose, amilase, proteinas totais, albumina e globulinas foram realizadas para
avaliacéo pré-cirurgica e anestésica. Os exames de sangue foram realizados no Laboratério de
Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG.

Foram também realizados os seguintes exames de imagem: radiografias torécicas em trés
projecOes (latero-lateral esquerdo, latero-lateral direito e ventro-dorsal) e ultrassonografia
abdominal para pesquisa de metastases no setor de diagnéstico por imagem do HV-UFMG.
Pacientes com mais de sete anos de idade ou portadores de alteracdes cardiacas foram submetidos
ao exame de eletrocardiograma e, na presenca de alteracdo cardiaca, a avaliagdo cardiolégica e/ou
ecodopplercardiograma. Apods realizacdo e avaliagcdo destes exames, foram agendados o0s
procedimentos cirdrgico/anestésico dos pacientes em condig¢des clinico-laboratoriais satisfatorias.

4.5. Procedimento cirdrgico (mastectomia)

Nas datas agendadas, os animais foram internados e os procedimentos de preparo pré-operatorio
seguiram a rotina do HV-UFMG, constando de jejum hidrico e alimentar de no minimo 2 e 8
horas, respectivamente, a fim de evitar émese trans ou pés-operatoria e pneumonia por aspiracao.
Foram realizadas medicagdes pré-anestésicas (definidas pelo anestesista responsavel conforme
protocolo do HV-UFMG e condigdo clinica do paciente), tricotomia ampla no local a ser operado
(com méaquina de tosa) e cateterizacdo venosa cefalica ou safena lateral na sala pré-cirdrgica.

Na sala cirdrgica foi realizada monitorizagdo eletrocardiografica, pressdo arterial invasiva,
saturacdo de oxigénio, temperatura e capnografia dos pacientes. O protocolo anestésico de
manutencdo foi estabelecido pelo anestesista responsavel de acordo com a condigdo clinica do
paciente e rotina clinica do HV-UFMG.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal horizontal e submetidos a antissepsia do
campo cirdrgico com solugdo de clorexidina degermante 2% e clorexidina alcodlica 0,5%,
respectivamente, na pele previamente tricotomizada. Antes da colocagdo dos campos cirirgicos
estéreis, foi injetada solucdo esteril de azul patente a 2,5%, por via subcutdnea na regido
peritumoral ou sub-papilar da mama toracica cranial. As doses utilizadas foram de 0,5 mL para
animais até 10 kg e 1 mL para animais acima de 10 kg. Aguardou-se um periodo de
aproximadamente 10 a 20 minutos para a migracao do contraste pela via linfatica.

As cirurgias de mastectomia foram realizadas pela mesma equipe do setor de oncologia do
Hospital da UFMG conforme descrigcdo de Lana et al. (2007) e Hedlund (2008) e a escolha da
técnica foi de acordo com o nimero e localizagdo dos tumores, respeitando a drenagem linfatica
e 0 estadiamento clinico do paciente (Lavalle et al., 2017).

A mastectomia regional cranial (exérese das mamas toracicas) foi realizada para a remocao das
conex0es linfaticas envolvidas em mamas toracicas acometidas por lesdes maiores que trés
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centimetros e/ou com as caracteristicas de malignidade descritas anteriormente. A exérese da
mama abdominal cranial foi necessaria em alguns casos, para obten¢do de margem cirdrgica. A
mastectomia radical unilateral foi realizada quando les6es maiores que trés centimetros e/ou com
ulceracdo e/ou necrose envolverem a mama abdominal cranial ou nos casos de lesGes multiplas,
com o propdsito de remover todas as lesdes e formar uma Unica ferida cirdrgica a partir da inciséo
e ressec¢do continua das glandulas mamarias. Em caso de lesdes multiplas, o diagndstico
considerado nas analises foi aquele referente ao tumor que atendeu os critérios de selecdo do
estudo.

Foi realizada incisdo eliptica ao redor das mamas a serem excisadas respeitando a distancia de
dois a trés centimetros dos tumores, conferindo uma margem de seguranca. As mamas com
nodulos foram seccionadas pelo tecido subcutaneo até a fascia muscular e, em seguida, foram
excisadas. Os vasos sanguineos foram previamente ligados com fio cirtrgico poliglecaprone e
procedeu-se a divulsdo da musculatura axilar para localizacdo e exérese do(s) linfonodo(s)
corado(s) pelo azul patente. As bordas da ferida cirdrgica foram aproximadas com sutura no tecido
muscular e subcutaneo com fio poliglecaprone em dois planos de sutura com padréo de Sultan e
simples continuo, respectivamente. A dermorrafia foi realizada em padréo simples separado ou
padrdo Wolff com fio nailon. O calibre dos fios variou de acordo com o porte do paciente.

Apos as intervenges cirdrgicas, os animais foram mantidos hospitalizados para monitoracéo e
controle de dor até apresentarem condigdes clinicas para alta hospitalar, o que variou de acordo
com a recuperacao do paciente e extensdo do procedimento cirurgico realizado (de 24 a 72 horas).
Durante a internacdo, os animais receberam alimentacdo comercial seca ou Umida para caes, e
medicagdes de pos-operatdrio (antibidtico, analgésicos e anti-inflamatdrio ndo esteroidal), bem
como a monitoracdo de parametros vitais e inspecédo e cuidados com a ferida cirurgica. Todos 0s
animais utilizaram curativo local com faixa compressiva por 24 a 48 horas e roupa cirdrgica ou
colar elisabetano para evitar interferéncia do animal sobre a ferida cirGrgica por aproximadamente
10 dias, quando foi realizado a remoc¢é&o dos pontos.

Também foram observadas, avaliadas e documentadas as possiveis complicagbes pos-operatdrias:
hematoma, edema, seroma, enfisema subcuténeo, infeccdo e deiscéncia de pontos.

4.6. Analise histopatoldgica

O material ressecado na cirurgia foi colocado em frascos separados [glandulas mamarias com
nodulo(s) e linfonodo(s) axilar(es)] contendo solucdo aquosa de formalina tamponada a 10%,
devidamente identificados e encaminhados para analise histopatoldgica no LPC-ICB.

Apos fixagdo em formalina o material foi processado conforme rotina do laboratorio, pela técnica
de inclusdo em parafina. Sec¢des em microtomo (4 um de espessura) foram obtidas e colocados
em laminas de vidro para coloragdo com hematoxilina e eosina (HE).. Os linfonodos axilares
foram clivados por inteiro com corte transversal, de forma a englobar toda a extensdo com intuito
de avalia-los por completo. A identificacdo do tipo histoldgico se deu por analise em microscopia
Optica e seguiu a classificacdo e padronizacdo de acordo com o Consensus for the Diagnosis,
Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors (Cassali et al., 2014).
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4.7. Analise estatistica

As informacGes obtidas a partir do histérico, exame clinico, andlise histopatoldgica e
complicacBes pds-operatdrias foram avaliadas por meio de analises descritivas. Para testar as
diferencas entre categorias de cada variavel preditora, foi ajustado um modelo de regressdo
logistica, que considerou os valores de presenca ou auséncia do linfonodo e presenca ou auséncia
de metastase. Este modelo testou a diferenca na probabilidade de se encontrar um linfonodo, ou
de ocorréncia de metastase, entre as categorias de cada variavel preditora (overall). Para variaveis
que possuiam mais de duas classes, utilizou-se a corre¢do de Tukey nas comparag¢fes multiplas
par-a-par (pairwise). As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software R versdo 3.4.2 (R Core Team,
2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo avaliou 50 cées (49 fémeas e um macho), portadores de lesdes neoplasicas maiores
que trés centimetros, em mamas toracicas e/ou abdominais craniais, segundo padronizacdo
histopatoldgica de Cassali et al. (2014). A idade dos animais variou de trés a 19 anos (11,4 + 3,3).
Embora esses dados sejam referentes a uma populacéo especifica, os dados sdo semelhantes aos
descritos por Lana et al. (2007) e Sorenmo et al. (2013) que relataram uma maior ocorréncia da
doenca em animais de meia idade (entre nove e 11 anos). Ainda em concordancia com esses
autores, foi observado a ocorréncia rara da doenca em animais com idade inferior a quatro anos
(2%; n = 1/50). Dentre os animais avaliados, apenas um animal (2%) era macho, coincidindo com
os dados de Merlo et al. (2008) que relatou uma baixa ocorréncia da neoplasia mamaria nesse
sexo, variando de 0 a 2,7%.

A maioria dos animais do estudo era da raga Poodle (30%, n = 15/50), seguida pelos animais sem
raca definida (SRD) (26%, n = 13/50) e Cocker (6%, n = 3/50), respectivamente. As demais racas
tiveram frequéncia inferior a 4% (Tab. 3). Esses dados sdo semelhantes aos descritos por Hedlund
(2008) e Maués (2013). Essa alta incidéncia da doenga na raca Poodle pode ser devido a alta
popularidade da raca no Brasil e grande quantidade de cruzamentos consanguineos que podem
contribuir para acimulo de alteragdes genéticas.

Tabela 3. Distribuicio de racas da populagéo do estudo, atendidas no periodo de abril de 2015 a julho de
2017 no HV-UFMG.

Ragcas Frequéncia absoluta Frequéncia relativa

Poodle 15 30%
SRD 13 26%
Cocker 3 6%
Yorkshire 2 4%
Shihtzu 2 4%
Shnauzer 2 4%
Pastor Alemao 2 4%
Maltés 1 2%
Golden 1 2%
Labrador 1 2%
Fila Brasileiro 1 2%
Terrier Brasileiro 1 2%
Dachshund 1 2%
Boxer 1 2%
Beagle 1 2%
Dalmata 1 2%
Boxer 1 2%
Bichon Frisé 1 2%

Total 50 100%

Dentre as glandulas mamarias avaliadas (M1, M2 e M3), a mais acometida foi a mama toracica
caudal (M2), com um percentual total de 58% (n = 29), sendo em 26% (n = 13) dos casos
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acometida isoladamente, 26% (n = 13) a lesdo abrangia também a mama toracica cranial (M1) e
6% (n = 3) abrangia a mama abdominal cranial (M3), conforme demonstrado na Fig. 6.

M1(n=7) M1.M2 (n = 13) M2 (n = 13) M2.M3 (n = 3) M3 (n = 14)
M Percentual 14% 26% 26% 6% 28%

Glandulas mamarias acometidas

Figura 6. Distribuicéo e frequéncia das glandulas mamarias acometidas por lesdes neoplasicas na
populacdo do estudo. M1: mama torécica cranial, M2: mama toracica caudal, M3 mama abdominal
cranial.

Os tipos histologicos encontrados neste estudo foram listados na Tab. 4, com suas respectivas
frequéncias absoluta e relativa. Das lesGes encontradas, 48 (96%) foram consideradas malignas e
apenas duas (4%) consideradas benignas. Esses valores altos sugerem que os critérios de selegdo
para inclusdo de animais neste estudo (tumores maiores que 3 cm, em localiza¢do de drenagem
toracica com ou sem ulceracdo, necrose e aderéncia) aumentam a probabilidade de malignidade.

Dentre as lesdes encontradas o tumor mais frequente foi o carcinoma em tumor misto, presente
em 50% dos casos (n = 25/50), seguido pelo carcinoma sélido que foi encontrado em 18% dos
casos (n = 9/50). Essa alta frequéncia de carcinomas em tumores mistos estd em concordancia
com dados da literatura que relatam esse tipo histologico como o tumor maligno mais frequente
nas cadelas e levantamentos no Brasil apontam que eles representam cerca de 50% de todas as
neoplasias malignas diagnosticadas em mama das cadelas (Gamba et al., 2017).
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Tabela 4. Tipos histoldgicos e suas respectivas frequéncias absoluta e relativa dos 50 animais avaliados no
estudo.

Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
Lesdes malignas 96%
Carcinoma em tumor misto 25 50%
Carcinoma solido 9 18%
Carcinossarcoma 4 8%
Carcinoma papilar (invasor) 3 6%
Adenoepitelioma maligno 3 6%
Sarcoma 2 4%
Carcinoma tubular 1 2%
Carcinoma de células escamosas 1 2%
LesBes benignas 4%
Papiloma ductal 1 2%
Tumor misto benigno 1 2%

Todos os animais receberam administracdo do corante azul patente e o fato do LA estar corado
em azul facilitou a identificagdo do mesmo, com pouca manipulagéo da regido axilar. Em 76%
dos casos (n = 38/50) foi possivel a identificagdo do LA corado e, em 24% (n = 12/50) o linfonodo
ndo foi identificado. Esse resultado de deteccdo do LA apos aplicagcdo do azul patente foi
semelhante ao descrito por Pinheiro et al. (2003) que encontrou o LA corado em 71,42% dos
casos. Esses mesmos autores aumentaram essa taxa de deteccdo para 90,9% dos casos quando
associaram a técnica o uso do radiofarmaco (Tecnécio Tc99) e cintilografia para melhoria na
sensibilidade. No entanto, o resultado encontrado nesse estudo foi inferior ao descrito por Bianchi
(2015) que encontrou uma taxa mais alta (95,9%) com o uso isolado do azul patente. Essa taxa
mais alta de sucesso na identificagdo do LA corado pode estar relacionada ao fato do
procedimento de aplicacdo e exérese do linfonodo ter sido realizado sempre pelo mesmo
profissional, a dose utilizada (2 mg/kg) e ao fato de ndo ter havido separagdo de animais com
linfonodos palpaveis, que sdo mais facilmente identificados na cirurgia. No caso do presente
estudo, a dose utilizada foi diferente e o LA palpavel foi um dos critérios de exclusdo. Além disso,
os procedimentos de aplicacdo do corante e exérese do(s) linfonodo(s) foram realizados por uma
mesma equipe, mas nao pelo mesmo profissional. Alguns autores preconizam a importancia de
uma curva de aprendizado do cirurgido e relatam uma melhora na execucéo da técnica ap6s algum
tempo de experiéncia (Quadros e Gebrim, 2007).

Em todos os animais observou-se a difusdo do corante azul na derme e tecido subcutaneo, mesmo
naqueles em que o linfonodo axilar ndo foi identificado. Em alguns casos, a impregnacdo do
corante foi maior, dificultando a visualizagdo. Esse fato foi observado com maior frequéncia em
animais de porte pequeno (menor que cinco quilos), podendo sugerir a administracido de uma dose
menor de corante nesses pacientes. Nesse estudo néo foi avaliado se esse fato teve alguma relacéo
com o local de aplicagdo que variou em alguns animais em funcéo da localizagéo do tumor: sub-
papilar ou peri-tumoral (nos pacientes com tumores envolvendo a papila mamaria).

Os linfonodos identificados tiveram tamanho variando de 0,5 a 3,1 (1,4 cm + 0,7). Esses dados

sdo semelhantes aos descritos por Pinheiro et al. (2003) que descreveram a presenca de linfonodos
axilares variando de 0,5 a 5.0 cm. Em dois pacientes (5,26%) foram encontrados um segundo
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linfonodo axilar (acessoério). Esse dado também é descrito na literatura e o estudo de Maués (2013)
detectou 4,04% de linfonodos acessorios dentre os linfonodos axilares estudados.

O peso dos animais variou de 2,70 a 43,0 kg (12,7 + 10,35) sendo que 64% dos animais tinham
peso inferior a 10 kg, 14% tinham peso entre 10 e 20 kg e 22% tinham peso superior a 20 kg.

Foi avaliada a probabilidade de encontrar o LA corado pelo azul patente em rela¢do ao tamanho
do tumor, mas ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa (Fig.7). Esse resultado é
esperado uma vez que todos os animais estudados tinham linfonodos ndo palpéveis, e com
tamanho compativel com os valores de referéncia para a espécie, independentemente do tamanho
tumoral.

Efeito N&o Significativo (P = 0.614)
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Figura 7. Probabilidade de encontrar o linfonodo axilar corado pelo azul patente em relagdo ao tamanho
tumoral: 3 a5 cm (estadio I1); > 5 cm (estadio I11). 1C = intervalo de confianca.

Também ndo houve diferenca estatistica na probabilidade de encontrar o LA em relagdo ao peso
dos animais (Fig. 8), sugerindo que a utilizac&o de uma dose diferente do corante para animais de
peso inferior e superior a 10 kg foi eficiente. Sabe-se que, em animais obesos, pode haver uma
maior dificuldade na identificacdo do linfonodo devido ao acimulo de tecido adiposo na regido
axilar (Hedlund, 2008), no entanto, nesse estudo ndo foi considerado o escore de condigdo
corporal dos animais, somente o peso.
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Figura 8. Probabilidade de encontrar o linfonodo axilar corado pelo azul patente em relagdo ao peso dos
animais (peso < 10 kg; entre 10 e 20 kg; peso > 20 kg). IC = intervalo de confianga.

Dos 38 animais cujos linfonodos axilares foram identificados pelo azul patente, 14 (36,8%)
possuiam metéstase identificada na avaliagdo histopatolégica. Em 24 (63,2%) ndo foram
encontradas células tumorais nos linfonodos, apenas hiperplasia reacional e/ou hemossiderose.

Quando se considera o estadiamento clinico/tamanho do tumor, observou-se diferenca estatistica
significativa quanto a probabilidade de encontrar metastase em LA (Fig. 9). Sabe-se que o
tamanho tumoral é um dos mais importantes fatores ja estabelecidos para a avaliagdo do
prognostico no cancer de mama da mulher e atil também na abordagem clinica dos tumores
mamarios em cadelas. Os dados observados nesse estudo corroboram com varios trabalhos que
confirmam pior progndstico e menor tempo de sobrevida global em cadelas portadoras de grandes
massas tumorais (> 5cm — estadiamento 1) (Cavalcanti, 2006; Nunes et al., 2014; Ferreira e
Cassali, 2017).
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Figura 9. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) em relagdo ao tamanho tumoral;
3 e 5 cm (estadiamento I1); > 5 cm (estadiamento I11). IC = intervalo de confianca.

Quanto a localizacdo dos tumores ndo houve diferenca significativa em relagdo a probabilidade
de encontrar metastase em LA quando se considera as mamas torécica cranial (M1), toracica
caudal (M2) e abdominal cranial (M3) (Fig. 10). Esse dado foi esperado uma vez que as mamas
estudadas possuem drenagem, exclusiva ou ndo, para o LA ipsilateral (Murphy, 2008; Sorenmo
etal., 2011).

Com relacéo as caracteristicas de malignidade pesquisadas, 16 animais (32%) possuiam nédulos
mamarios com ulceracdo, 10 (20%) apresentaram nodulos com necrose e 18 (36%) nddulos
aderidos a pele e/ou musculatura.

Quando avaliada a probabilidade de se encontrar metastase em relacdo a esses fatores, houve
diferenca significativa (p < 0,05) para as varidveis ulceragao e necrose, porém, nao foi observada
diferenca estatistica para a variavel aderéncia, conforme Fig. 11, 12 e 13, respectivamente. Esses
resultados evidenciam uma maior probabilidade de se encontrar metastase em LA cujas
neoplasias mamarias possuem uma dessas duas caracteristicas.

As ulceragOes sdo originadas em decorréncia do processo de carcinogénese que é responsavel
pela proliferacdo celular descontrolada, quebra de integridade cutanea e infiltracdo de células
malignas nas estruturas da pele (INCA, 2009; Agra et al., 2013). Esse crescimento desorganizado
e anormal, nem sempre com mesmas propor¢oes de angiogénese, resultam em formacgéo, no sitio
da ferida, de agregados de massa tumoral necrotica, podendo também ocorrer contaminagdo por
micro-organismos aerdbicos ou anaerébicos (INCA, 2009). A presenca de ulceracdo e necrose na
superficie tumoral sdo indicadores de um pior progndstico, estando relacionada com uma maior
malignidade tumoral, maior taxa de proliferacdo celular e menor taxa de sobrevida (Queiroga e
Lopes, 2002). Embora nédo tenha sido encontrado diferenca estatisticas em relagédo a probabilidade
de metéastase em LA para aderéncia, essa variavel que resulta da invasédo tecidual, é apontada,
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também, como importante caracteristica de malignidade tumoral (Lana et al., 2007, Cassali et al.,

2011).
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Figura 10. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) em relacdo a localizagdo do
tumor (M1: mama toracica cranial; M2: mama torécica caudal; M3: mama abdominal cranial). IC =
intervalo de confianca.
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Figura 11. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) de tumores mamarios ulcerados.

IC = intervalo de confianca.

42



Efeito Significativo ( P = 0.001 )
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Figura 12. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) de tumores mamarios com

necrose. IC = intervalo de confianga.
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Figura 13. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) de tumores mamarios com

aderéncia a musculatura. IC = intervalo de confianga.
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Nenhum dos pacientes possuia LA palpavel que permitisse realizacdo de citologia por PAF no
momento do atendimento ou imagem radiogréfica toracica e ultrassonogréafica abdominal
sugestivas de metastase. Em relacdo ao tamanho do tumor e estadiamento clinico antes do
procedimento cirargico, 52% (n = 26/50) dos animais estavam no estadio Il e 48% (n = 24/50) no
estadio I1l. Dos animais em estadiamento 111, 12,5% (n = 3/24) possuiam lesdes maiores que 10
cm.

Apbs o procedimento cirtrgico e avaliagdo histopatoldgica dos linfonodos para pesquisa de
metastase, houve adequacdo do estadiamento dos pacientes uma vez que aqueles identificados
com metéastase regional (em linfonodo axilar) passaram a ser classificados em estadiamento mais
avancado (estadio 1V). Dos animais que tiveram LA avaliado, 50% (n = 19/38) estavam no
estadiamento 11, sendo que, destes, 21% (n = 4/19) foram reclassificados para o estadiamento IV.
Dos outros 50% (n = 19/38) que estavam em estadiamento Ill, 52,6% (n = 10/19) foram
reclassificados em estadiamento 1V, conforme Tab. 5, que também indica a classificacdo
histoldgica dos tumores encontrados.

Dentre as neoplasias identificadas, as que tiveram maior ocorréncia de metastase foram:
carcinoma de células escamosas, carcinoma sélido e carcinoma papilar, respectivamente (Tab. 5).
Os carcinomas de células escamosas sdo compostos por células em um arranjo solido sob a forma
de folhas ou corddes com areas de diferenciagdo escamosa. Células basaldides s&o predominantes
na periferia do tumor e a parte central, nos tumores mais diferenciados, consiste em camadas de
queratina, formando as chamadas pérolas corneas (Cassali et al., 2011). Sdo tumores pouco
frequentes na mama canina, no entanto, muitos deles sdo altamente infiltrativos e a invaséo
linfatica é comum (Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017). Apenas um animal apresentou esse
tipo histoldgico e havia metastase em LA.

Os carcinomas sélidos sdo neoplasias comuns nas cadelas e frequentemente observados em
pacientes com tumores que se desenvolvem ao longo de grandes periodos de tempo sem
intervencdo cirdrgica. Microscopicamente, observa-se proliferacdo de células epiteliais em
arranjo solido, com formacéo semelhante a corddes ou folhas e as células tumorais geralmente
sdo indiferenciadas e revelam nucleos hipercromaticos (Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017).
Possuem comportamento bioldgico agressivo e estdo associadas a estadios mais avancados em
relagio ao desenvolvimento tumoral. indice elevado de metastase em linfonodos e pulmdes tem
sido descrito, assim como em outros sitios como figado e ossos (Gamba et al., 2017). Embora néo
tenha sido observada metéstase em outros érgaos, 77,8% (n = 7/9) dos animais com carcinoma
solido apresentaram metéstase em LA.

Os carcinomas papilares sdo tumores caracterizados histologicamente por padréo de proliferacéo
epitelial arborescente papilar e formacédo de projec6es intraluminais com estroma fibrovascular
central (Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017). Frequentemente possuem extens@es infiltrativas
na pele e nos tecidos adjacentes, além de possiveis invasdes linfaticas. Ambos os animais com
esse tipo histolégico possuiam carcinoma papilar invasivo no qual ocorre ruptura da membrana
basal do ducto galactéforo dilatado, que caracteriza areas de invasdo estromal (Gamba et al.,
2017). Embora a taxa de metéstase tenha sido alta 50%, com um baixo numero amostral, 0
carcinoma papilar invasivo é uma neoplasia de melhor comportamento biol6gico e
consequentemente, melhor progndstico, quando comparada a outras como o carcinoma solido,
por exemplo.
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Tabela 5. Tipos histolégicos dos animais cujo LA foi avaliado de acordo com o estadiamento clinico e
presenca (+) ou auséncia (-) de metastase em linfonodo.

% de
. . metastase
Caées Tipo histolégico Metéstase Estad,la_mento Estadlamgn-to em
clinico histopatoldgico li
infonodo
axilar
1 + I v
2 + I v
3 + 1] v
4 + 1] v
5 Carcinoma solido + 11 v 77,8%
6 + 11 AV
7 + 11 AV
8 - 11 11
9 - 1 1
10 . - 1 1
1 Carcinossarcoma - m m 0%
12 + 11 AV
13 - 1 1
14 - 1 1
15 + 11 AV
16 - 11 11
17 - 11 11
18 - 11 11
19 . - 1 1
0 Carcmomg em tumor a T T 29 4%
21 misto + I Y
22 - 1 1
23 + ] v
24 + 111 AV
25 - 1 1
26 - 1 1
27 - 1 1
28 - 1 1
29 Carcinoma papilar - I I
30 (invasor) + 1l v 50%
722 Adenomic:_epitelioma - IIIII IIIII 0%
33 maflgno - 1 i
34 Carcinoma de células 4 m IV 100%
escamosas
35 - 1 111
36 Sarcoma - m m 0%

Os carcinomas em tumores mistos sdo constituidos por uma porcdo de componente epitelial
maligno e um componente mesenquimal benigno que pode ser representado por cartilagem e/ou
0ss0 e/ou tecido adiposo (Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017). Em conformidade com dados
da literatura, que apontam os carcinomas em tumores mistos como 0s tumores malignos mais
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frequentes na glandula mamaria de cadelas (Cassali et al., 2011), eles foram os tipos histologicos
de maior ocorréncia nesse estudo (17 animais). No entanto, o percentual de metéastase em LA foi
0 mais baixo (29,4%; n = 5/17) dentre os tipos histologicos que promoveram metastase. Além
disso, a maioria dos animais que tiveram metéastase com carcinoma em tumor misto estava em
estadiamento clinico mais avancado (I11), onde o tamanho tumoral é maior, no momento do
diagndstico. Isso demonstra que este tipo histolégico possui um comportamento biol6gico menos
agressivo quando comparado a outros tumores malignos.

O teste geral de andlise de variancia identificou que ao menos uma dupla de tipos histoldgicos de
tumor diferiu entre si em relacdo a probabilidade de se encontrar metastase. No entanto, ndo houve
permanéncia dessa diferenca no teste par-a-par, impossibilitando a identificacdo da dupla que
diferiu no teste geral. Essa falta de diferenca estatistica no teste par-a-par possivelmente foi devido
ao grande numero de variaveis (tipos histoldgicos) e pequeno namero amostral (Fig. 14).
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Figura 14. Probabilidade de encontrar metastase em linfonodo axilar (LA) em relagdo aos diferentes tipos
histol6gicos de tumores mamarios. (AmMa: Adenoepitelioma maligno; CaPa: Carcinoma Papilar; Cas:
Carcinossarcoma; CaSo: Carcinoma sélido; CaTM: Carcinoma em tumor misto; OMa: Outros tumores
malignos; Ben: Tumores benignos).

Embora o tipo histologico seja uma informacdo que s6 sera fornecida ap6s o procedimento
cirtrgico, o conhecimento da sua relacdo com a probabilidade de causar metastase regional pode
auxiliar em indicacdo cirdrgica posterior ou complementacédo terapéutica quimioterapica. Como
exemplo temos a indicacdo de um segundo procedimento cirirgico para exérese do LA ou mesmo
durante uma mastectomia da cadeia contralateral, caso o paciente tenha indicag&o.

As complicacdes oriundas do uso do azul patente séo raras em mulheres e cdes, sendo relatadas
reagOes locais e de hipersensibilidade em menos de 1,5% das mulheres submetidas a técnica
(Urban etal., 2001). Nesse estudo ndo foram observadas reagdes sistémicas ou locais relacionadas
ao uso do corante. Unica alteragio observada foi a mudanca na colorag&o da urina, que se tornou
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azulada ou esverdeada. Esse fato foi observado em 100% dos pacientes e teve duracdo por um
periodo de 24 a 48 horas no pos-operatorio.

Em relacdo a complicacdes pds-operatdrias, foram avaliados os animais cujo LA foi excisado, a
fim de observar as alteracdes que poderiam decorrer dessa excisdo, independentemente do tipo
de mastectomia realizado. O edema de membro anterior ipsilateral ao linfonodo axilar excisado
foi constatado em 2,6% dos animais (1/38), 7,9% (3/38) dos animais tiveram seroma discreto e
21% (8/38) tiveram necrose na borda da sutura. 10,5% (4/38) dos animais tiveram deiscéncia da
ferida cirurgica e 78% (30/38) dos animais tiveram hematoma no local da cirurgia. Nenhum
animal apresentou enfisema subcutaneo ou infec¢do sistémica ou em foco cirdrgico. Ao exame
clinico, nenhum animal apresentou insensibilidade, alteracdo de movimento ou apoio do membro.

A gravidade das complicacGes poOs-operatorias encontradas nas cadelas foi inferior aquelas
descritas por Urban et al. (2001) e Quadros e Gebrim (2007) em mulheres apds mastectomia e
linfadenectomia axilar, o que € esperado devido ao maior nimero de linfonodos axilares presentes
na mulher. Além disso, mulheres possuem maior mobilidade dos membros toracicos quando
comparado aos cées e essa movimentacdo pode ser a causa da maior ocorréncia de espago morto
e, consequentemente, maior formacéo de edema, seroma e dor nessa espécie (Tuohy et al., 2009,
Bianchi, 2015). Embora os cdes tenham menos complicacdes que mulheres apds a mastectomia e
linfadenectomia, sabe-se que procedimentos mais invasivos resultam em maior tempo de duragéo
da cirurgia, maior estimulo nociceptivo e maior incidéncia de complicacGes pos-operatorias
(Horta et al., 2015). A administragdo do azul patente facilitou a identificacdo do LA, que, por sua
vez, permitiu um correto estadiamento dos pacientes. No entanto, mesmo trabalhando com uma
populacdo especifica, de estadiamento clinico acima de Il, com caracteristicas clinicas de
malignidade ja estabelecidas e lesdes em mamas de drenagem linfatica torécica, a taxa de detecgdo
de metastase em LA foi de 36,84%. Esse dado nos leva ao questionamento da indicagdo de exérese
do LA axilar para todos 0s pacientes submetidos a mastectomia.

E importante ressaltar que os linfonodos tém funcdo primordial no sistema imunoldgico dos
animais, mediante a filtragem da linfa, manutenc&o e producéo de linfécitos B e armazenamento
de linfocitos T (Kierszenbaum, 2004). Sendo assim, a conduta cirurgica a ser adotada deve levar
em consideracdo a drenagem linfética, o estadiamento clinico do paciente/tamanho tumoral e
fatores clinicos progndsticos de malignidade como ulceragdo e necrose, evitando assim, cirurgias
radicais e exérese de LA desnecessariamente. Cada paciente deve ser avaliado individualmente,
levando em consideracao o progndstico e sua qualidade de vida.
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6. CONCLUSOES

e O uso do corante azul patente 2,5% foi utilizado com seguranca em cadelas com tumores
mamarios e contribuiu para a identificacdo do LA em 76% dos pacientes no qual o corante
foi administrado.

e A avaliacdo do LA foi importante para o correto estadiamento clinico dos cdes com
tumores mamarios, no entanto, mesmo selecionando pacientes com caracteristicas
macroscépicas de malignidade (tamanho do tumor e presenca de ulceracdo, necrose e/ou
aderéncia), 36,8% dos linfonodos possuiam metéastase.

e Os animais com tumores ulcerados e/ou com necrose tiveram maior ocorréncia de
metastase em LA.

e Os animais em estadiamento clinico Ill tiveram maior ocorréncia de metastase em LA
guando comparados aos animais de estadiamento I1.

e Nao houve diferenca estatistica significativa na probabilidade de se encontrar metastase
no LA em relagéo a localizagcdo do tumor, presenca de aderéncia a pele e/ou musculatura
e tipo histologico.

e Recomenda-se que cdes com tumores mamarios em localizacdo de drenagem linfatica
axilar sejam submetidos & exérese do LA para correto estadiamento da doenca quando
possuirem estadiamento 111 ou estadiamento Il com tumores ulcerados e/ou com necrose.
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8. ANEXOS

8.1. Termo de consentimento livre e esclarecido

\ ‘\ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
\ > \\ﬂ
7\., W “., ‘/\"'

Escola de Veterinaria

UFMG
Titulo do projeto: Avaliacdo histopatologica dos linfonodos sentinela axilares identificados com o corante
azul patente para o estadiamento clinico de cadelas com tumores mamarios

Pesquisador: Aline Gomes de Castro

Pesquisadores responsaveis: Christina Malm e Gleidice Eunice Lavalle

Eu, , tutor (a) da
cadela , ficha clinica , tenho o consentimento de que
meu animal serd submetido a cirurgia e anestesia para remogao de tumor(es) mamario(s) e linfonodo(s)
estando sujeito aos riscos decorrentes de tais procedimentos, que ja& me foram esclarecidos. O animal
recebera a administracdo de um corante com efeito temporario no momento da cirurgia para facilitar a
remocdo do linfonodo. Esse corante ndo apresenta efeitos colaterais descritos na literatura, porém, o animal
podera apresentar urina de coloragdo esverdeada devido a sua eliminagdo em um periodo de 24 a 48 horas.
O animal sera incluido em um Projeto de Pesquisa, no qual serdo feitas coletas de dados referente aos
exames e procedimento cirdrgico realizados. O objetivo da pesquisa € verificar a presenca de metéstase em
linfonodos de animais com tumores de mama. Estou ciente de que ndo serd feito nenhum procedimento
diferente do realizado rotineiramente no Hospital Veterinario da UFMG.

A participacéo no projeto de pesquisa ndo me isenta das responsabilidades financeiras junto ao Hospital e
ndo é obrigatdria, a qualquer momento posso desistir e retirar meu consentimento, sem nenhum prejuizo
em relagdo ao animal, ao pesquisador ou a instituicdo. O projeto de pesquisa terd duracdo até o final do ano
de 2017 e a qualquer momento posso entrar em contato para esclarecer eventuais ddvidas sobre o projeto
e/ou participacdo. As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, sendo assegurado o
sigilo do paciente e tutor.

Declaro que compreendi 0s objetivos, beneficios e riscos e aprovo a participagdo do meu animal no projeto.
Ao assinar esse termo também autorizo o registro fotografico do animal.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do tutor ou responsavel
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8.2. Ficha de mama utilizada no HV-UFMG

Lesbes Tumorais da Glandula Mamaria na Cadela
Laboratério de Patologia Comparada - ICB e Hospital Veterinario - EV

UFMG
isicdo me a
Nome: Idade: Raga:
Propnetario: FC:
End: Tel:
Remetente: Data:
Ciclo Estral: (1) Regular (2) Irregular (3) Nunca apresentou
Numero de partos; (1) Nenhum  (2) Um  (3)Dois  (4) Trés (5) Outros
Pscudogestacio: (1) Sim  (2) Ndo Aborto: (1) Sim (2) Nao
Castracio: (1) Sim  (Data: /__/ ) (2Nso
Alteracdio uterina: (Secregdo) (I) Sim (Data: __ / / ) (2)Nio
Ja teve cruzamento ¢ ndo emprenhou? (1) Sim  (2) Ndo
Uso de horménio;(1) Anticoncepional (2) Abortivo (Qual? ) (3) Nao
Desenvolvimento da lesdo: Quando: (Data: ___ / /= )
Lesdes tumorais anteriores: (1) Sim (Data: ___ /__/ ) (2) Nio
Cirurgia; (1) Sim (2) Nio
Mama Consisténcia | Tumor Secregdio | Ulceracdo | Linfonodos | Linfonodos | Tipo
Eavolvidos | Regionais | Mat.
Puncio
Dura | Nio Fixo 1 Sim 1 Sim 1 Axilar 1 Moével | Lesio
Mole 2 FixoPele2 | Nio2 Nio 2 Inguinal 2 Fixo 2 Solida 1
Elastica3 | Fixo Mucosa SAA 3 Cistica 2
3
o= T
SELO) 38 s
¥ %2
PACRO RN
Belo Honzonte: / /

Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali
Sala 166 — Bloco C - 3° Andar - Depto. Patologia Geral — ICB/UFMG Fone (31) 34092883
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