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PERFIS HEMOSTATICO E HEMATOLOGICO DE CADELAS ACOMETIDAS POR
CARCINOMA MAMARIO

RESUMO

Tumores mamarios sédo frequentes em cadelas e apresentam comportamento
biolégico semelhante aos que ocorrem nas mulheres, tornando a cadela um
excelente modelo de estudo comparativo. Os distarbios hemostaticos sdo achados
comuns em pacientes humanos com céncer, e 0S mecanismos que conduzem a
ativagao da coagulacao no cancer envolvem o fator tissular, o fator procoagulante do
cancer e as citocinas inflamatodrias. E ja estd bem estabelecido que 0os componentes
da hemostasia, como as plaquetas, proteinas da coagulacdo e da fibrindlise
apresentam um papel importante no crescimento e na progressao do tumor. Assim,
0 objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo clinica, hematologica e
histopatoldgica de cadelas acometidas por carcinoma mamario, bem como avaliar a
integridade do sistema hemostatico, através da mensuracdo do fibrinogénio
plasmatico, da contagem total de plaquetas, dos tempos de tromboplastina parcial
ativada e de protrombina. Para tanto, foram utilizadas 62 cadelas. Sendo 32
acometidas por carcinoma mamario e 30 cadelas clinicamente e laboratorialmente
saudaveis como grupo controle. Foram formados quatro subgrupos de acordo com o
tipo e o grau histopatologico, estadiamento clinico e tamanho do tumor. Todas as
cadelas acometidas por lesdes mamarias foram submetidas ao exame fisico das
glandulas mamarias, exames de hemograma, testes de coagulacédo e ao exame de
histopatolégico. E o0s proprietarios submetidos a anamnese por meio de
guestionario. A apresentacao clinica da doenca foi caracterizada por pacientes
idosas de racas puras, nao castradas, com mdultiplas nodulacbes e a maioria em
estadiamento clinico I. O carcinoma em tumor misto grau | e Il foram os mais
frequentes. Verificou-se que neste estudo ndo ha diferenca significativa da contagem
total de eritrécitos e leucdcitos entre o grupo doente e controle. Contudo, foi
observada uma forte associacdo do grupo doente com os parametros hemostaticos
avaliados (plaquetas, TTPA, TP e fibrinogénio), bem como diferenca significativa
entre 0s grupos estudados (p<0,05). Os resultados obtidos neste estudo sugerem
gue cadelas portadoras de carcinoma mamario em sua maioria apresentam perda
da integridade hemostética e as alteracdes da hemostasia foram influenciadas pelo
grau histopatoldgico e pelo estadiamento clinico da doenca.

Palavras chaves: cdo, hemograma, hemostasia, histologia, neoplasia mamaria.
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HEMOSTATIC AND HEMATOLOGICAL PROFILES IN FEMALE DOGS WITH
MAMMARY CARCINOMA

ABSTRACT

Mammary tumors are frequently found in female dogs. These tumors have shown a
biological behavior similar to breast cancer in woman. This makes female dogs an
excellent comparative study model. Coagulation disorders are common in human
patients with cancer. Hemostasis is activated by inflammatory cytokines, tissue and
procoagulant factors. It is well established that coagulation components as platelets
and coagulation and fibrinolytic proteins have an important function in the growth an
progression of tumors. Thus, the aim of this paper was to characterize clinical,
hematological and histopathology female dogs with mammary carcinoma and
evaluate the integrity of the hemostatic system by measuring the plasma fibrinogen,
the total platelet count, and the activated partial thromboplastin and prothrombin time
in female dogs. Sixty-two female dogs were used in this study. Thirty-two had
mammary carcinoma and thirty were laboratorial and clinically healthy to be used as
the control group. Four groups were formed according to histological type and grade,
clinical stage and tumor size. The 32 female dogs with carcinoma were submitted to
physical mammary gland, blood count, histopathological examinations and
coagulation tests and their owners were submitted to a questionnaire. The clinical
characteristics of the diseased dogs were older age, pure breed, not spayed with
multiple stage one nodules. Grade | and Il mixed carcinomas were the most
frequent. In this study, significant differences in the total erythrocyte and leucocyte
count were not observed between the patient and control groups. However, a strong
relationship between the patient group and the hemostatic parameters (Platelets,
APTT, PT and fibrinogen), and significant statistical difference between the two
groups were found (p<0,05). The results obtained in this study suggest that female
dogs with mammary carcinoma frequently present loss of hemostatic integrity.
Hemostasis changes were influenced by the histological grade and the clinical stage
of the disease.

Keywords: dog, blood count, hemostasis, histology, breast cancer.
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CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

1.1 — INTRODUCAO

Os distarbios hemostaticos sdo achados comuns em pacientes humanos com
cancer (ANDREASEN et al., 2012), bem como em pacientes veterinarios
(KRISTENSEN et al., 2008; CHILDRESS, 2012), e 0s mecanismos que conduzem a
ativacao do sistema hemostatico em pacientes com cancer incluem o fator tissular, o
fator procoagulante do cancer e as citocinas inflamatérias (TABAK; TORRES;
NAHOUN, 2011). Entretanto, ja esta bem estabelecido que os componentes da
hemostasia, como as plaquetas, proteinas da coagulacdo e da fibrindlise
apresentam um papel importante no crescimento e na progressao do tumor
(BONGENRIEDER; HERLYN, 2003) e os disturbios vasculares mais frequentes
incluem a trombose venosa profunda (TVP), embolia pulmonar e a coagulacéo
intravascular disseminada (CID) (RICKLES; LEVINE, 1992). E ha uma forte relacéo
entre o tromboembolismo e metastase em ambas as espécies, assim como a
gravidade da coagulopatia pode estar associada com o tipo histologico do tumor
(GOLDSMITH, 2001; ANDREASEN et al., 2012).

Em cadelas acometidas com neoplasia mamaria, as anormalidades
laboratoriais relacionadas a integridade do sistema hemostatico ja foram
identificadas, porém ainda séo pouco exploradas, em relacdo ao tamanho do tumor,
tipo e grau histopatoldgico e a importancia para o prognéstico da doenca. Apesar do
conhecimento da importancia do diagnéstico dos distarbios hemostaticos, os testes
de coagulacdo raramente sdo solicitados pelo médico veterinario na rotina clinica
(KRISTENSEN et al., 2008). E os marcadores hemostaticos laboratoriais podem
refletir diretamente a patogenia das neoplasias e seria uma importante ferramenta
para controlar a progressao do tumor (PINHO; COUTINHO, 2005).

As neoplasias de glandula mamaria sdo os mais prevalentes tanto nas
cadelas (PHILIBERT et al., 2003; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009; CASSALI et al.,
2011; HENRY, 2013) quanto nas mulheres (INCA, 2013), e o tipo histopatolégico



mais comum séo os carcinomas (LANA; RUTTEMAN; WITHROW, 2007; ALL-DISSI
et al., 2010). E importante ressaltar que 0s tumores mamarios em cies servem como
modelos apropriados e validos para o estudo da biologia do cancer, assim como
para testes de agentes terapéuticos, ja que animais de estimacao tém tumores com
apresentacao histopatolégica e comportamento bioldgico similares aqueles que
acometem os seres humanos (ANDRADE et al.,, 2010; CASSALI, et al.,, 2011;
KLOPFLEISCH et al., 2011).

Nos pacientes oncoldgicos humanos, atualmente ja € reconhecido o beneficio
da terapia anticoagulante, pois estas podem minimizar os efeitos oncologicos, nédo
sO por inibir a trombina e a fibrina, mas também por dificultar a penetracdo nos
tecidos e a angiogénese (MARINHO; TAKAGAKI, 2008). Outras pesquisas revelam o
possivel potencial da aspirina na prevencdo do cancer, na reducao do indice de
morte por cancer e na reducao do risco em desenvolver metastase (ROTHWELL et
al.,, 2012), bem como, o potencial da heparina que pode prolongar o tempo de
sobrevida em pessoas com diferentes tipos de neoplasias (DOLOVICH et al., 2000).
Contudo, para que o0s pacientes possam ser favorecidos pelas terapias
anticoagulantes, é extremamente importante a realizacao dos testes de coagulagao.

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacéo clinica hematoldgica e
histopatoldgica de cadelas com carcinoma mamario bem como, investigar possiveis
alteracdes da coagulacdo sanguinea, associando - as com o tamanho do tumor o
estadiamento clinico da doenca e com o tipo e grau histopatolégico, com intuito de
promover melhor entendimento tanto da fisiopatogenia (crescimento, disseminacao)
das neoplasias quanto auxiliar futuramente em medidas terapéuticas paliativas
visando controlar o risco de trombose e CID, oferecendo aos pacientes uma melhor
gualidade de vida, bem como acompanhar e controlar a progressdo do tumor e

garantir um melhor prognéstico destes pacientes.



1.2 - REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Neoplasia mamaria em cadelas

Os tumores de glandula mamaria estédo entre as neoplasias mais comum em
cadelas, constituindo um problema importante na medicina veterinaria (LANA;
RUTTEMAN; WITHROW, 2007; DE NARDI et al.,, 2009; SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013; CASSALI et al., 2014). Os tumores mamarios representam
aproximadamente 50% das neoplasias diagnosticadas em cadelas (FONSECA,;
DALECK, 2000). E o risco desta neoplasia ser maligna € em torno de 41% a 53% e,
dentre esses, 0os mais comuns séo os carcinomas (LANA; RUTTEMAN; WITHROW,
2007; ALL-DISSI et al., 2010).

No entanto, a taxa de incidéncia varia de acordo com as caracteristicas da
populacdo e a origem do estudo. Nos Estados Unidos a incidéncia de tumores
mamarios € inferior em relacdo a outros paises, devido a pratica comum de
ovariohisterectomia em cadelas jovens (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT,
2013). No Brasil estudos demonstraram que os tumores malignos compreendem de
60% a 82% dos diagnosticos histopatologicos das neoplasias mamarias (VARALLO
et al., 2012; FELICIANO et al., 2012). E em um estudo brasileiro mais recente, o
exame histopatolégico evidenciou cerca de 90% de neoplasias malignas e somente
9% de neoplasias benignas (VARALLO, 2014).

Existem varios fatores de risco que podem coexistir e influenciar no
desenvolvimento de neoplasias mamarias. A influéncia hormonal é o principal fator
associado ao cancer de mama em cadelas (NOVOSAD, 2003; LANA; RUTTEMAN;
WITHROW, 2007). O tecido mamario normal possui receptores de estrogeno (ER) e
de progesterona (PR), semelhante o que ocorre nos tumores benignos. Acredita - se
gue horménios como o estrogeno, a progesterona e o horménio do crescimento
influenciem a carcinogénese (DE NARDI et al., 2009). De modo geral, 0os genes que
codificam os receptores desses horménios podem estar diminuidos nos tumores

malignos e, em particular, nas neoplasias de maior grau de malignidade ou nas



fases mais avancadas da doenca (FONSECA; DALECK, 2000). Assim, animais com
tumores de mama que apresentam uma diminuicdo da expressdo de RE e RP
correlacionam-se a um pior prognostico (De NARDI et al., 2009). O risco de tumores
mamarios malignos varia entre cadelas castradas e ndo castradas e depende ainda
da fase em que a intervencao cirdrgica € realizada. A castracdo efetuada antes do
primeiro cio reduz o risco de desenvolvimento da neoplasia para 0,5%; apds o
primeiro cio € de 8% e sobe para 26% se a cadela é castrada apds o segundo cio
(SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969). Conforme Sorenmo, Worley e Goldschmidt
(2013), muitos tumores mamarios em cédes podem ser evitados com a castracédo
antes do primeiro estro. Sabe-se que o0 uso de progestagenos injetaveis para evitar o
estro em cdes também aumenta a incidéncia de tumores benignos e malignos
(MISDORP, 2002; SORENMO, 2003; LANA; RUTTEMAN; WITHROW, 2007; De
NARDI et al., 2009).

Segundo Sorenmo et al. (2011) a idade é um dos fatores mais importantes
para o desenvolvimento de tumores de mama. Os tumores mamarios acometem
com maior frequéncia fémeas idosas e de meia idade, sendo extremamente raros
em cdes menores que 5 anos (DALECK et al., 1998; SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013; CASSALI et al., 2014). E a idade média de aparecimento
esta entre 0os 7 e 0os 12 anos de idade (DE NARDI et al., 2009). Chang et al., (2005)
observaram que a incidéncia de formas malignas aumenta com a idade, a partir de 8
anos o risco comeca a ser significativo e apos essa idade aumenta de forma linear.
Assim, caes com tumores malignos séo significativamente mais velhos do que caes
com tumores benignos (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

Além da influéncia hormonal e da idade sobre o risco de desenvolver tumores
de glandula mamaria, existem também outros fatores, como raca, predisposicéo
genética, dieta e obesidade. As racas nas quais se observa um alto risco de
desenvolvimento de tumores mamarios incluem os Poodles, os Pastores Alemaes,
os Cockers Spaniel, os Dachshunds, os Labradores Retrievers, os Setters Irlandes,
e os Pointers, além dos animais sem raca definida (ZUCCARI, 1999; NOVOSAD,
2003; TAVASOLY et al., 2013). Segundo Sorenmo (2003,) o fato de certas racas
terem um risco maior de desenvolverem tumores mamarios sugere um componente

genético. Porém conforme Daleck et al. (1998) e Oliveira et al. (2003), no Brasil



parece nao existir uma predisposicdo racial para tumores de glandula mamaria em
cadelas.

Dietas inadequadas induzem o depdsito de gordura no tecido subcutaneo; a
dieta rica em proteina oriunda de carne vermelha e a obesidade no primeiro ano de
vida e um ano antes do diagnéstico do tumor aumentam as chances para o
aparecimento da enfermidade (PERES ALENZA et al., 1998). Em um estudo
realizado por LIM et al. (2015) verificou-se que o estado nutricional dos caes
influencia na idade de aparecimento de cancer de mama, cadelas com excesso de
peso ou obesas desenvolveram tumores mamarios mais cedo, quando comparadas
com cadelas magras ou com peso corporal ideal e que a invasao linfatica de células
de carcinoma ocorreu mais frequentemente em cadelas com sobrepeso e obesas.

O exame clinico das glandulas mamarias de cadelas com tumores mamarios
é de fundamental importancia para se determinar a fase de evolucdo da doenca,
para melhor compreender sobre o comportamento biolégico da neoplasia e
proporcionar informacdes de significado diagnostico, prognostico e terapéutico
(ALLRED et al.,, 1998). Os tumores mamarios apresentam-se como nodulos
circunscritos, com tamanhos variados. Em relacdo a mobilidade, podem ser moveis
ou aderidos, com envolvimento cutaneo ou muscular. Os tumores também podem
estar associados com ulceracdo cutanea e reacdo inflamatéria local. Madltiplos
tumores sao frequentemente observados em uma Unica glandula mamaria ou podem
envolver multiplas glandulas simultaneamente e podem ter diferentes tipos
histopatoldgicos. Normalmente, as glandulas mamarias abdominais e inguinais sao
aquelas em que mais frequentemente se detectam tumores em cadelas (De NARDI
et al., 2009; CASSALI et al., 2014). Tumores maiores do que cinco centimetros, de
crescimento rapido, com grandes areas de ulceracdo e com metastase para
linfonodo estdo associados a pior prognostico (FERREIRA et al., 2009; ESTRELA-
LIMA et al.,, 2010). As metastases das neoplasias mamarias geralmente sao
evidenciadas nos linfonodos regionais (inguinais superficiais e axilares), pulmao, e
com menor frequéncia, rim, figado, baco, pele, glandulas adrenais, encéfalo, olhos e
esqueleto (PEREZ ALENZA et al.,, 2000, DE NARDI et al., 2009). Portanto, é
extremamente importante a realizacdo dos exames de imagens, tais como, as

radiografias toracicas em trés projecdes e a ultrassonografia abdominal, pois ajudam



no rastreamento e na deteccdo de possiveis metastases (CASSALI et al., 2014),
bem como, a realizacdo dos exames laboratoriais de hemograma, bioquimica, e das
provas de coagulacdo, principalmente nos casos de inflama¢do intensa, pois ha
possibilidade de coagulacdo intravascular disseminada nesses pacientes
(SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). E importante ressaltar que a
maioria dos pacientes oncoldgicos desenvolvem CID crbnica assintomatica
(THOMASON et al., 2005; MANGIERI, 2009; CHILDRESS, 2012), a qual pode
ocorrer evidéncias laboratoriais de CID, mas sem sangramentos ou tromboses
significativas, sendo uma situacdo em geral transitoria, frequentemente encontrada
em pacientes com tumores sélidos (AZEVEDO; TABAK; MARADEI, 2011). Em um
estudo verificou-se que 67% (40/60) das fémeas com neoplasias mamarias
avaliadas possuiam algum tipo de anormalidade nos testes de coagulacao e tais
alteracoes foram correlacionadas com a progressdo tumoral e foram evidentes nos
estagios clinicos mais avancados da doenca (STOCKHAUS et al., 1999).

O diagnostico fundamenta-se no histérico do paciente (ciclo estral, uso de
progestageno, pseudocieses, nimero de crias, castracdo), na caracterizacdo do
paciente (raca, idade, status reprodutivo), no exame fisico (condicdo geral do
paciente, palpacdo das glandulas mamarias para a identificacdo e mapeamento,
palpacado e avaliacdo dos linfonodos) e nos exames citopatologico e histopatoldgico
(SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2014; VARALLO, 2014). O exame citopatolégico
pode ajudar na identificacdo de tumores ndo mamarios de pele e subcutaneo
(mastocitomas e lipomas). Adicionalmente estudos tem demonstrado correlacéo
entre 0 exame citopatologico e o0 histopatoldgico entre 67,5% e 93% e, a
citopatologia possui uma sensibilidade e especificidade para o diagndéstico de
tumores mamarios malignos de 88% e 96% respectivamente (SORENMO;
WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). A citopatologia também é o melhor método para
a inspecéo dos linfonodos com uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
96% na identificacdo de metastase (CASSALI et al.,, 2014). Entretanto a
histopatologia € o método de eleicdo no diagnostico de neoplasias mamarias em
cadelas (LIMA; MARTINS, 1992; MOTA, OLIVEIRA,1999).

Existe uma grande controvérsia quanto a classificacdo dos tumores mamarios

em cadelas devido sua complexidade histogenética (DE NARDI et al., 2009), porém



0 mais amplamente adotado € o de Midsorp et al. (1999), o qual foi caracterizado na
Tabela 1 (CASSALI et al., 2014). Além disso, os tumores epiteliais também sao
classificados de acordo com critérios histopatologicos especificos, a maioria
baseada no sistema de classificacdo de Elston e Ellis (1998), que incorpora
informacgdes sobre a (1) formacéo de tubulos, (2) pleomorfismo nuclear, e (3) nUmero
de mitoses por campo. Com base na pontuacdo total obtida, o grau do tumor é
determinado: Grau | (Baixo Grau) tumor bem diferenciado, Grau Il (Intermediario)
moderadamente diferenciado e Grau Il (Alto Grau) pouco diferenciado (SORENMO;
WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

Tabela 1: Classificacdo Histopatolégica das Neoplasias maméarias caninas.
Modificada de Misdorp et al. (1999), proposta por Cassali et al., 2014.

LesOes epiteliais ndo neoplasicas Tumores Malignos

Hiperplasia epitelial
Hiperplasia ductal
Hiperplasia lobular
Adenosis

Lesdes de células colunares
Alteracédo celular colunar
Hiperplasia celular colunar
Leséo celular colunar atipica
Tumores Benignos
Adenoma
Adenomioepitelioma
Fibroadenoma

Tumor misto benigno
Papiloma ductal

Tumores Malignos
Carcinomas

Carcinomas in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma Lobular in situ
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar
Carcinoma tubular
Carcinoma Sélido

Carcinomas de tipo especial
Carcinoma micropapilar
Carcinoma Lobular invasivo
Carcinoma Lobular pleomoérfico
Carcinoma secretoério
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideo
Carcinoma de célula escamosa
Carcinoma de célula fusiforme
Carcinoma Anapléasico
Neoplasia mamaria com diferenciacéao
sebacea

Neoplasias Mioepiteliais
Adenomioepitelioma maligno
Sarcomas

Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinosarcoma

Sarcoma em tumor misto
Outros Sarcomas
Condrossarcoma
Lipossarcoma
Hemangiossarcoma

Além da determinacdo do diagnéstico, € extremamente importante a

avaliacdo da extensao da doenca. O estadiamento clinico € determinado de acordo

com o sistema TNM (Tumor/Linfonodo/Metastase) estabelecido pela Organizacdo



Mundial de Saude (OMS) para tumores mamarios caninos, o qual foi caracterizado
na tabela 2 (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). O estadiamento clinico
permite a obtencdo de informacdes sobre o comportamento biol6gico do tumor,
tratamento apropriado, possiveis complicacdes, informacdes do prognostico,
avaliacdo do tratamento e a investigacdo oncoldgica, o que viabiliza e possibilita as
pesquisas clinicas, publicacdes de resultados e de troca de informacfes (BETZ et
al., 2012).

Tabela 2: Sistema TNM para o estadiamento de neoplasias mamarias em cadelas.

Estagio T N M
Estagio | T1 NO MO
Estégio Il T2 NO MO
Estégio Il T3 NO MO
Estagio IV qqT N1 MO
Estagio V qqT qgN M1

T: tumor primario (T1: < 3 cm de diametro, T2: 3-5 cm de diametro, T3: > 5 cm de
diametro); N: condicdo do linfonodo regional (NO: sem metastase, N1. com
metastase); M: metastase a distancia (MO: ausente, M1: presente); qqT (qualquer
tamanho); qgN (qualquer condicdo do linfonodo regional). Fonte: CASSALI et al.
(2014).

1.2.2 Hemostasia e cancer

O sangue constitui o principal sistema de transporte do corpo, circulando no
interior de artérias, veias e capilares. Quando um vaso sanguineo € lesado, inicia-se
0 processo de hemostasia (CARLOS; FREITAS, 2007), um mecanismo complexo e
vital para a restauracdo da integridade endotelial apds a lesdo vascular (BROOKS;
STOKOL; CATALFAMO, 2011), que tem como funcédo principal manter o sangue em

estado fluido dentro dos vasos sanguineos, sem que haja hemorragia ou trombose



(REZENDE, 2010), por meio do equilibrio de for¢as pro e anticoagulantes. Contudo,
em pacientes com cancer, este delicado balanco pode ser interrompido
(EICHINGER et al., 2003).

De modo geral, o processo hemostatico efetivo envolve a parede vascular, as
estruturas e os agentes vasoativos envolvidos na vasoconstricdo e vasodilatacéo, os
fatores que levam a adesdo e agregacdo das plaquetas, formando o tampéo
hemostatico, e a ativacdo dos fatores da cascata de coagulacdo, que levam a
formacdo de coagulos de fibrina e consequentemente a regeneracao total do tecido
danificado e a degradacéo dos coagulos pelo sistema fibrinolitico. Porém, situacdes
em que qualquer componente desse mecanismo seja alterado, a hemostasia é
comprometida e o resultado pode ser tanto hemorragia como trombose
(DAHLBACK, 2000; BERGER et al., 2014). Mesmo sabendo da interligacdo entre
esses componentes 0 mecanismo hemostatico pode ser dividido didaticamente em
trés fases: primaria, secundaria (coagulacdo) e terciaria (fibrindlise) (COELHO;
MOREIRA, 2001; CARLOS; FREITAS, 2007; MOROZ, 2008).

A hemostasia primaria tem inicio apdés a injaria vascular, promovendo
vasoconstricdo, adeséo e agregacao plaquetaria, com consequente formacéo de um
tampédo plaquetéario inicial. No entanto, para que ocorra adesdo e agregacao é
necessario que esteja presente o fator de Von Willebrand (FVW). E a agregacéo
entre as plaguetas é mantida pelo fibrinogénio, uma proteina soltuvel do plasma
(BAKER, 2007; LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

A hemostasia secundaria é desencadeada pela exposicdo do fator tissular
apos a injuria vascular (BROOKS; STOKOL; CATALFAMO, 2011) e compreende
uma série de reacdes enzimaticas em cascata, cujo objetivo principal é a formacéao
de trombina, uma enzima que converte o fibrinogénio em fibrina, e forma uma rede
de fibras elésticas, constituindo o tampédo hemostatico (LOPES; BIONDO; SANTOS,
2007). A ativacdo da coagulacdo pode ocorrer por dois mecanismos relacionados
intimamente, a via extrinseca e a via intrinseca. Ambas levam a formacéao de fibrina
por uma via final comum. Esta via comum ativa o fator X, que converte protrombina
em trombina, favorecendo a formacao de fibrina, estabilizada pelo fator XIll (BAKER,
2007; LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007; CARLOS; FREITAS, 2007).
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A hemostasia terciaria ou fibrindlise € estagio final do processo, ativada na
mesma ocasido da coagulacao, para impedir a formacao de fibrina, onde a plasmina
€ responsavel pela degradacdo da fibrina desfazendo o coagulo e
consequentemente formando os produtos de degradacéo da fibrina (PDFs) (LOPES;
BIONDO; SANTOS, 2007).

As células malignas sdo capazes de alterar o mecanismo hemostatico e
induzir a ativacdo da coagulacao sanguinea através de moléculas com propriedades
procoagulantes, como o fator tissular (FT), fator procoagulante do cancer (CP) e
diversas citocinas inflamatorias (Figura 1) (TABAK; TORRES; NAHOUN, 2011). A
exacerbacdo da expressdo do fator tissular em células tumorais e endoteliais é
resultante da ativacdo do oncogene K-ras e perda do gene supressor de tumor p53,
bem como por citocinas inflamatérias como interleucina-1f3 e fator de necrose
tumoral-a (GRIGNANI; MAIOLO, 2000). Estas citocinas também podem influenciar a
funcdo dos leucadcitos, plaguetas e células endoteliais, resultando em diminuicédo da
expressdo de trombomodulina sobre as células endoteliais, comprometendo o
mecanismo de ativacdo da proteina C e aumentando a expressao de moléculas de
adesdo (RICKLES; FALANGA, 2001). No entanto, em condi¢ces fisiologicas
normais, o FT é expresso apenas em tecidos perivasculares e ndo pelo endotélio.
Porém, apos a lesdo vascular, observa-se a ativacdo da cascata da coagulacao pelo
FT, tanto pela via intrinseca como pela via extrinseca (TABAK; TORRES; NAHOUM,
2011).

Os tumores também expressam o fator de crescimento do endotélio vascular
(VGEF) que induz a expresséo de fator tecidual pelos macrofagos em resposta a
antigenos neoplasicos aumentando a permeabilidade vascular e promovendo a
angiogénese tumoral (MANGIERI, 2009). Por tanto, o fator tissular constitui o
principal ativador do sistema hemostatico, favorecendo o crescimento e a
progresséao do cancer (BULLER et al., 2007).

Segundo Bongenrieder e Herlyn (2003) os mecanismos que conduzem ao
desenvolvimento de disturbios hemostaticos em pacientes com cancer envolvem as
plaquetas, proteinas da coagulacdo e da fibrindlise, que apresentam um papel
importante no crescimento e na progressao do tumor. As plaquetas podem proteger

as células neopléasicas do sistema imune dentro do vaso sanguineo, detendo-as em
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seu interior e assim permitir que elas sobrevivam até alcancarem o sitio secundario,
ou seja, originem metastase (GAY; FELDING-HABERMANN, 2011). Algumas
substancias também foram obtidas de varios tumores humanos as quais podem
agregar plaquetas diretamente. E postulado que proagregantes plaquetarios podem
induzir a formacdo de coagulos no endotélio vascular e estimular a ativacdo
hemostatica em pacientes com cancer. Outro mecanismo proposto para 0 aumento
da ativacdo plaquetaria nas malignidades inclui a producdo de trombina tumor-
induzida, producdo de ADP (Difosfato de Adenosina) pelas células tumorais e
elevacéo nos niveis de fator de von Willebrand (FVW) (LASSER et al., 2005) .

Celula tumoral i
Crescimento e proegressac l Citaquinas
tumoral e angiogénese 4—  Fator Hissular proinflamatdnas
L THF-x, IL- 1[5, VEGF
Células endoteliais
Pl = Expressio FT
Procoagulante = { Expressio das moléculas de adesSo
tumoral = | Proteina € ativada
« | Expressio de PAI-1 Monécitns
Ativagao de Pa Inibigda de fibrindlise
plaquetas
Ativacio do sistema )
> de coagulagio -« Express3o de FT
Crescimento tumaral < Formagio
e angiogénase de fibrina IL-1: Intedeucina 1
¢ PAI 1: Inibidor do ativador do plasminogénio 1
PI: Proinflamatdrias
. FT: Fator tissular
Farmacao TNF-ce: Fator de mecrose tumoral-alfa
#  decodgulo VEGF: Fator de crescimento do endotélio vascular

Figura 1: Mecanismo de ativacdo da coagulacdo associado ao cancer. Fonte:
TABAKI; TORRES; NAHOUM, (2011).

Em pacientes com cancer, a trombina e a fibrina estdo aumentadas em
consequéncia do tumor e estimulam seu crescimento (PRANDONI; FALANGA;
PICCIOLI, 2005; MARINHO; TAKAGAKI, 2008). A trombina € responsavel pela

formacdo de fibrina, que é um potente mitdbgeno para células cancerosas
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(MARUYAMA et al., 2005; WOJTUKIEWICZ et al., 1993, 2007) além de constituir um
fator essencial para angiogénese, estimulando proliferacdo, migracdo e metastase
(BOGENRIEDER; HERLYN, 2003). A trombina exerce um efeito proangiogénico,
aumentando a permeabilidade dos vasos e induz a sintese do fator de crescimento
de endotélio vascular (VEGF) (WOJTUKIEWICZ et al., 2004). Por outro lado, o
excesso de trombina gerado em decorréncia da ativagdo do mecanismo
hemostético, além de gerar maior quantidade de fibrina, ativa também plaquetas. A
ativacdo de plaquetas conduz a liberacdo de fatores de crescimento tais como,
VEGF, fator de crescimento derivado das plaquetas, e fator de crescimento de
fibroblastos. Estes fatores em conjunto contribuem para a angiogénese e inibem a
apoptose (DETMAR, 2000).

Células tumorais podem expressar também muitas proteinas fibrinoliticas,
como ativador do plasminogénio tipo uroquinase (uUPA), ativador do plasminogénio
tissular (tPA), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e tipo 2 (PAI-2),
prevalecendo o efeito antifibrinolitico destas proteinas, resultando em acumulo de
fibrina, favorecendo a invasédo tumoral, proliferacdo celular e metastases (KWAAN,
1992). A fibrina induz a expresséao citocinas com propriedades angiogénicas e serve
de matriz para a migracdo das células neoplasicas e para a formacdo de novos
vasos sanguineos. A fibrina também forma uma camada protetora nas células
tumorais, dificultando seu reconhecimento pelo do sistema imune e auxiliando o
ancoramento na parede vascular (PRANDONI; FALANGA; PICCIOLI, 2005;
MARINHO ; TAKAGAKI, 2008).

O cancer procoagulante (CP) € uma cisteina proteinase, expressa sobra a
superficie de muitas células tumorais em humanos, que ativa o fator X diretamente,
mesmo na auséncia do fator VII ativado que usualmente ativam o mecanismo
hemostatico, resultando na producédo de trombina com consequente formacao de
fibrina (BULLER, et al., 2007; TABAK; TORRES; NAHOUN, 2011).



13

1.2.2.1 Testes laboratoriais para avaliagdo da hemostasia

Os testes laboratoriais utilizados para avaliar a hemostasia sao
plaquetometria, tempo de sangramento, tempo de coagulagdo ativado, tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de
trombina (TT), concentracdo de fibrinogénio plasmatico, verificacdo de PDFs
(BAKER, 2007), além do Dimero-D plasmatico (MACHIDA et al., 2010). Entretanto,
devido ao alto custo de aquisicdo de equipamentos e reagentes, raramente €
realizado a maioria desses testes em animais na rotina (THRALL et al., 2006).

Contudo, alguns testes laboratoriais simples e mais acessiveis como
contagem de plaquetas, tempo de sangramento, TCA, concentracdo de fibrinogénio
plasmatico e avaliacio TP e TTPA sdo capazes de avaliar os distarbios
hemostaticos (THRALL et al., 2006). Segundo Azevedo, Tabak e Maradei (2011) o
primeiro passo para avaliar a hemostasia é obter um hemograma com contagem de
plaquetas, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e
fibrinogénio.

O tempo de protrombina (TP) é uma analise in vitro das vias extrinseca e
comum. Este é o melhor teste para identificar a deficiéncia do fator VIl e também é
utilizado para orientar a dosagem de antagonistas da vitamina K em dire¢cdo a meta
de anticoagulacdo. O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) € um teste in
vitro das vias intrinseca e comum. Os fatores da via intrinseca incluem XiIl, XI, IX,
VIIl, enquanto os fatores da via comum incluem I, V, X, e o fibrinogénio
(ORFANAKIS; DELOUGHERY, 2013). Em ambos o0s casos, para que ocorra
prolongamento do tempo de formacéo do coagulo in vitro € necessaria a reducao de
aproximadamente 70% da atividade de algum fator. Os exames laboratoriais dos
componentes do sistema hemostatico servem para detectar, explicar, monitorar ou
prognosticar estados patoldgicos (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Em cées, valores entre 6,4 e 7,4 segundos para o TP e de 6 a 16 segundos
para o TTPA sao considerados normais, no entanto os valores de referéncia variam
na literatura e o mais correto é a realizacdo destes testes em duplicata com

pacientes controles para que se possam estabelecer valores de referéncias locais, e
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se diferenca for mais de 5 segundos tem-se um problema de coagulacdo (LOPES;
BIONDO; SANTOS, 2007).

1.2.3 Principais alterag6es hemostéaticas em pacientes com cancer

1.2.3.1 Desordens plaquetarias

A trombocitopenia € frequentemente observada em pacientes veterinarios
com cancer (CHILDRESS, 2012). Contudo, a incidéncia da trombocitopenia em caes
com neoplasia € bastante variavel. Em um estudo realizado por Madewall (1980), de
100 caes com neoplasia foi detectado trombocitopenia em 36% dos animais. Ja em
outro estudo envolvendo 2.059 cdes com neoplasias, somente 10% dos animais
apresentaram trombocitopenia, observada com maior frequéncia nos casos de
neoplasias linfoides, carcinomas e sarcomas (GRINDEM et al., 1994). Os principais
mecanismos que podem causar trombocitopenia em animais com neoplasias sao:
producdo diminuida devido a mieloptise, consumo e destruicdo (trombocitopenia
autoimune), sequestro e distribuicdo anormal (por hepatomegalia e/ou
esplenomegalia) ou perda excessiva de plaguetas (CHISHOM-CHAIT, 2000;
SANTOS, 2005; CHILDRESS, 2012).

A trombocitose € uma condi¢do rara em pacientes oncologicos na veterinaria,
porém é observada frequentemente em pacientes humanos com cancer
(DeSANCHO; RADN, 2010; BERGMAN, 2013). Entretanto, a verdadeira incidéncia
de trombocitose nos animais com neoplasia pode estar sendo subnotificada. Esta
desordem parece acontecer em decorréncia da producdo de trombopoietina,
mediada por interleucina-6, uma citocina inflamatéria (CHILDRESS, 2012).
Trombocitose € definida como uma contagem de plaquetas maior do que a
extremidade superior do intervalo de referéncia (> 500-600 x 10°/ pl) e contagens de
plaguetas > 1000 x 10% pl sdo consideradas extrema trombocitose (NEEL;
SNYDER; GRINDEM, 2012). E importante ressaltar que a trombocitose intensa
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(>1.000.000/pl) também pode causar sangramento em pacientes humanos com
cancer, principalmente por consumo de FVW e pelo numero aumentado de
plaguetas (AZEVEDO,; TABAK; MARADEI, 2011). Em um estudo retrospectivo
realizado por Neel, Snyder e Grindem (2012) com 165 cdes com trombocitose, cerca
de 40% dos animais eram portadores de neoplasia, principalmente carcinomas,
linfomas e mastocitomas.

Segundo Gay e Felding-Habermann (2011), o numero de plaquetas pode
oscilar durante a progressao do cancer e costuma predizer o comportamento clinico

da doenca.

1.2.3.2 Desordens da Coagulacéao

Os disturbios da coagulacdo sdo comuns em pacientes humanos e
veterinarios com cancer e podem ocorrer em estados de hipercoagulabilidade e
hipocoagulabilidade (CHILDRESS, 2012). Segundo Marinho e Takagaki (2008), a
hipercoagulabilidade pode ser a primeira manifestacdo do cancer e parece favorecer
a progressao tumoral, principalmente no desenvolvimento de metastases. O estado
de hipercoagulabilidade pode ser documentado em diversos testes laboratoriais em
50 a 70% dos pacientes humanos portadores de cancer (TABAK; TORRES;
NAHOUM, 2011). Em pacientes veterinarios com cancer a evidéncia de
hipercoagulabilidade € escassa (CHILDRESS, 2012). Contudo, em um estudo
realizado por Stockhous et al. (1999) em cadelas com carcinoma mamario 43%
apresentaram TP e TTPA alterados, que pode implicar um estado de
hipercoagulabilidade.

Em seres humanos, a doenca tromboembdlica associada com
hipercoagulabilidade é muito mais comum do que hemorragias associadas com
hipocoagulabilidade, porém existem poucos dados referentes a cdes e gatos, mas
gue sugerem um padrdo semelhante aos humanos (DeSANCHO; RAND, 2010). Em

um estudo de coagulacdo pela técnica de tromboelastografia realizado por
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Kristensen et al. (2008) foi detectado 18 (50%) de casos de hipercoagulabilidade
contra 6 (17%) de hipocoagulabilidade em 36 caes avaliados.

Atualmente, a relacdo entre tromboembolismo e cancer estd bem
estabelecida (MARINHO; TAKAGAKI, 2008; GAY; FELDING-HABERMANN, 2011,
CHILDRESS, 2012). A trombose venosa profunda pode ser a primeira manifestacao
subjacente a doenca maligna, e em geral, pacientes com episddios tromboembdélicos
apresentam uma sobrevida menor (SORENSEN et al., 2000). Em cdaes, o
tromboembolismo pulmonar tem sido associado a pacientes com cancer, porém esta
condicao raramente € diagnosticada ante-mortem (LA RUE; MURTAUGH, 1990;
JOHNSON; LAPPIN; BAKER, 1999). Na medicina veterindria ndo se sabe a real
incidéncia de tromboembolismo em pacientes com cancer, mas parece ser uma das
principais causas de tromboembolismo em pequenos animais e pode contribuir
significativamente para a morbidade e mortalidade em pacientes oncologicos
(CHILDRESS, 2012). Em um estudo recente realizado por Laurensom et al. (2010)
evidenciou que dos 80 cées com trombose da veia esplénica, 43 (54%)
apresentavam neoplasia.

Apesar do conhecimento sobre as alteragcbes hemostaticas, na medicina
veterinaria, o estado de hipercoagulabilidade raramente é diagnosticado em vida,
pois 0os exames laboratoriais para avaliacdo da hemostasia ndo séo realizados de
rotina em pacientes com cancer (KRISTENSEN et al., 2008). Entretanto, sabe-se
gue em medicina humana aproximadamente 50% dos pacientes humanos com
cancer e 90% de pacientes com metastase apresentam alteracdes nos testes de
coagulacdo (SUN et al., 1979; EDWARDS et al., 1987; GOLDSMITH, 2001). E este
fato sugere um papel terapéutico para a anticoagulacdo, ndo apenas para a
prevencao de trombose, mas também como um meio de controlar a progressao do
tumor. Assim, esta € uma area de investigacdo ativa em ambos os modelos animais
e humanos com cancer (CHILDRESS, 2012).
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1.2.3.3 Coagulacao intravascular disseminada

A coagulacdo intravascular disseminada (CID) € uma sindrome associada
com a ativacéo excessiva da cascata de coagulagéo, levando a formagao de micro
trombos e faléncia multipla de 6rgdos (THOMASON et al., 2005). Segundo Azevedo,
Tabak e Maradei (2011) a CID é a manifestacdo clinica da ativacdo descontrolada
da trombina, que leva a converséao do fibrinogénio em fibrina, ativacdo e consumo de
plaguetas, ativacdo do FV e do FVIII, ativacdo da proteina C, ativacdo do endotélio
vascular e fibrindlise.

Conforme Childress (2012), a CID é diagnosticada com relativa frequéncia em
pacientes oncologicos na medicina veterinaria, e de fato a neoplasia € a causa mais
comum de coagulacao intravascular disseminada em cées. Entre as mais comuns,
destacam-se 0 hemangiossarcoma, 0 carcinoma mamario, principalmente o
inflamatorio e o carcinoma pulmonar (MARUYAMA et al., 2004).

A CID crbnica € uma manifestacdo frequente de hipercoagulabilidade
presente em pacientes com neoplasia avancada ou com presenca de metastase
(THOMASON et al., 2005), mas tanto o estado de hipercoagulabilidade e
hipocoagulabilidade podem estar associados a CID, dependendo da evolucdo da
doenca (CHILDRESS, 2012).

Para o diagnostico de CID sao consideradas pelo menos trés alteracdes:
trombocitopenia, prolongamento do TP, TTPA, TT, hipofibrinogenia e elevagcdo dos
valores de PDF e dimero D (STOCKHAUS et al.,, 1999, STOKOL et al., 1999;
BROOKS; LAFORCADE, 2010). Contudo, na oncologia veterinaria ndo héa
investigacdo dessa sindrome e a maior parte dos pacientes demora apresentar um
guadro de hemorragia espontanea e por esse fato, torna-se importante a
investigacao rotineira (MANGIERI, 2009).
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CAPITULO 2 - Aspectos clinicos, hematoldgicos e histopatologicos de cadelas

acometidas de carcinoma mamario

RESUMO - Tumores mamarios sdo frequentes em cadelas e apresentam
comportamento biolégico semelhante aos que ocorrem nas mulheres. A
apresentacao classica da doenca € caracterizada por pacientes idosas nao
castradas ou castradas tardiamente e com multiplas nodula¢gdes. O diagnéstico
definitivo das lesGes é dado pelo exame de histopatolégico. O presente estudo teve
como objetivo realizar a caracterizacdo clinica, hematoldgica e histopatoldgica de
cadelas acometidas por carcinoma mamario, atendidas no Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel da FCAV - UNESP - Campus Jaboticabal. Para tanto foram
utilizadas 32 cadelas acometidas por carcinoma mamario e 30 cadelas clinicamente
e laboratorialmente saudaveis como grupo controle. Todas as cadelas acometidas
por lesbes mamarias foram submetidas ao exame fisico das glandulas mamarias,
exames de hemograma, testes de coagulacdo e ao exame de histopatologico. E os
proprietarios submetidos a anamnese por meio de questionario. A apresentacdo
clinica da doenca foi caracterizada por pacientes idosas de racas puras nao
castradas e a maioria em estadimento clinico I. O carcinoma em tumor misto grau | e
Il foram os mais frequentes. Verificou-se que neste estudo ndo ha diferenca
significativa da contagem total de eritrocitos e leucocitos entre o grupo doente e
grupo controle, mas foi observado anemia, leucopenia e linfopenia em algumas
cadelas. Tais achados fornecem dados para melhor compreender a doenca, bem

como sao Uteis para avaliar o progndstico de cadelas com carcinoma mamario.

Palavras-chaves: cdes, hemograma, histologia, neoplasia mamaria
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Clinical, hematological and histopathological aspects in female dogs with

mammary carcinoma

ABSTRACT - Mammary tumors are frequently found in female dogs. These tumors
have shown a biological behavior similar to breast cancer in woman. The classic
presentation of the disease in female dogs is characterized by older age not spayed
or later neutered with multiple nodules. Definitive diagnosis of lesions is given by
histopathological examination. Thus, the aim of this paper was to characterize
clinical, hematological and histopathology female dogs with mammary carcinoma,
treated at the Veterinary Hospital Governador Laudo Natel - Unesp Jaboticabal.
Thirty-two had mammary carcinoma and thirty were laboratorial and clinically healthy
to be used as the control group. The 32 female dogs with carcinoma were submitted
to physical mammary gland, blood count, histopathological examinations and
coagulation tests and their owners were submitted to a questionnaire. The clinical
characteristics of the diseased dogs were older age, pure breed, not spayed with
multiple stage one nodules. Grade | and Il mixed carcinomas were the most frequent.
In this study, a significant difference in the total erythrocyte and leucocyte count were
not observed between the patient and control groups, but was observed anemia,
leukopenia and lymphopenia in some female dogs. These findings provide data to
better understand the disease and are useful to evaluate the prognosis of dogs with

mammary carcinoma.

Keywords: dogs, blood count, histology, breast cancer
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2.1 INTRODUCAO

Os tumores de glandula mamaria estao entre as neoplasias mais comuns em
cadelas, constituindo um problema importante na medicina veterinaria (LANA;
RUTTEMAN; WITHROW, 2007; DE NARDI et al.,, 2009; SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013; CASSALI et al., 2014). Os tumores mamarios representam
aproximadamente 50% das neoplasias diagnosticadas em cadelas (FONSECA,;
DALECK, 2000).

Existem varios fatores de risco que podem coexistir e influenciar no
desenvolvimento de neoplasias maméarias. A idade é um dos mais importantes
fatores para o desenvolvimento de tumores de mama (SORENMO et al., 2011). Além
da idade, existem também outros fatores, como influéncia hormonal, raca,
predisposicdo genética, dieta e obesidade, diretamente envolvidas no processo
carcinogénico (SLEECKX et al., 2011). As cadelas idosas ndo castradas, ou ovario-
histerectomizadas tardiamente sdo as mais acometidas (VARALLO et al., 202). A
maior incidéncia ocorre nos Poodle, Cocker Spaniel, Pastor Alemao e nos animais
sem raca definida (DE NARDI et al., 2009).

A realizacdo dos exames laboratoriais de hemograma, bioquimica, bem como
as provas de coagulacdo sdo extremamentes importantes (LANA; RUTTEMAN;
WITHROW, 2007). As manifestacdes laboratoriais mais comumente observadas em
cadelas com neoplasia mamaria sdo anemia, leucocitose, trombocitopenia e CID
(coagulacédo intravascular disseminada) (STOCKHAUS et al.,, 1999; BERGMAN,
2013).

O exame clinico das glandulas maméarias de cadelas com tumores mamarios
é de fundamental importancia para se determinar a fase de evolu¢cdo da doenca,
para melhor compreender sobre o comportamento biolégico da neoplasia e
proporcionar informacfes de significado diagndéstico, prognostico e terapéutico
(ALLRED et al., 1998).

Todavia, independentemente do tamanho tumoral, o exame de
histopatolégico € o método de eleicdo para o diagnostico de neoplasias mamarias
em cadelas (LIMA; MARTINS, 1992; MOTA; OLIVEIRA, 1999). No entanto, existe
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uma grande controvérsia quanto a classificacdo dos tumores mamarios em cadelas
devido sua complexidade histogenética (DE NARDI et al.,, 2009). Diante das
dificuldades para realizar a classificacdo histopatoldgica, sua associacdo aos
métodos de graduacdo histologica pode fornecer informacdes suficientes para
predizer o comportamento bioldégico da neoplasia mamaria (KARAYANNOPOULOU
et al., 2005). Em humanos, a combinacédo do tipo e o grau histopatolégico podem
resultar em uma avalicdo mais precisa do prognéstico do cancer de mama
(TAVASOLY et al., 2013).

Este trabalho teve por objetivo realizar a caracterizagéo clinica, hematol4gica
e histopatolégica de cadelas acometidas por carcinoma mamario, atendidas no
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da FCAV - UNESP - Céampus

Jaboticabal.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais

Foram selecionadas 62 cadelas aleatoriamente sem distingcdo de idade e
raca, sendo 30 cadelas ausentes de neoplasias mamarias, clinicamente saudaveis
como grupo controle, e 32 cadelas acometidas por neoplasias mamarias,
provenientes do atendimento do Setor de Obstetricia do Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel da FCAV - UNESP - Campus Jaboticabal. Inicialmente,
todas as cadelas com neoplasia mamaria foram submetidas ao exame clinico, que
constituiu na avaliacdo da condicao clinica geral do animal, coleta de informacdes
sobre o histoérico clinico e ciclo reprodutivo (cio regular, nimero de partos, castracao,
utilizacdo de tratamento hormonal, periodo de desenvolvimento das lesdes, historico
de pseudociese e lesdes prévias). Essas informacdes foram armazenadas, em ficha
oncoldgica (Ver anexo). Todas as cadelas foram submetidas aos exames de
hemograma, e as cadelas com neoplasias mamarias foram submetidas ao

estadiamento clinico do tumor pelo método TNM e ao exame de histopatolégico.
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2.2.2 Estadiamento clinico

Foi realizado o estadiamento clinico, com base no tamanho do tumor (T), no
envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e na presenca de metastases a
distancia (M), de acordo com o sistema TNM (modificado de Owen, 1980). Os
tumores foram mensurados em pelo menos duas dimensfes. Quando o animal
apresentou mais de um nédulo, cada um deles foi medido separadamente, sendo
considerada para a realizacdo do estadiamento clinico a maior medida do tumor
invasivo conforme critérios adotados pelo sistema TNM. A avaliacdo macroscépica
dos linfonodos inguinais e axilares foi realizada por palpacdo e, durante a
mastectomia, os linfonodos inguinais foram removidos juntamente com a mama
inguinal, diferentemente dos linfonodos axilares. A presenca ou ndo de envolvimento
neoplasico foi determinada pelo exame histopatolégico, apds a exérese cirurgica da
mama envolvida, sendo a pesquisa de metastase a distancia realizada por métodos
convencionais de exame radiografico de térax em trés projecdes e ultrassonografia

abdominal.

2.2.3 Coleta e processamento das amostras

Todas as cadelas com neoplasia mamaria foram submetidas a mastectomia
total unilateral e ao exame histopatolégico. As amostras de sangue foram coletadas
antes do procedimento cirdrgico. Os animais foram submetidos a coleta de sangue
por meio de venopuncéo da veia jugular com auxilio de agulha e seringa de 5 ml.
Foram coletados um ml de sangue em tubos contendo 7,2 mg de anticoagulante
acido etilenodiaminotetracetato dipotassico (K,EDTA) para obtencdo do hemograma.
O sangue coletado em tubos contendo K2EDTA foi homogeneizado e as contagens
globais de hemacias, leucdcitos e plaquetas foram realizadas com auxilio de um

hemocitdmetro®. A contagem diferencial de leucécitos, objetivando determinar o

1
ABC Vet, Animal Blood Counter, Horiba ABX, Montpellier, Franga.
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percentual de basofilos, eosinoéfilos, neutrofilos bastonetes, neutréfilos segmentados,
linfécitos e monacitos, foi obtida a partir do exame, em microscopio 6ptico (aumento
de 1.000 vezes), de esfregacos sanguineos corados com uma mistura de Giemsa,
May-Grunwald, Wright e Metanol?.

ApoOs a mastectomia unilateral total, a cadeia mamaria juntamente com o
linfonodo inguinal foi imediatamente encaminhada ao Laboratdério de Patologia da
FCAV - UNESP - Campus Jaboticabal, para avaliacdo anatomo-histopatoldgica e
para avaliagdo das margens. Foram coletados fragmentos das mamas afetadas,
incluindo pele e tecido subcutédneo. Os fragmentos coletados foram fixados em
formol neutro a 10%, tamponado com fosfato e processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. As secgbes histologicas, de 4um, foram coradas pelas
técnicas da Hematoxilina-Eosina (Luna, 1968). A classificacdo histopatologica das
neoplasias mamarias foram realizadas de acordo com o proposto por Cassali et al.
(2014).

Os tumores epiteliais também foram classificados de acordo com critérios
histopatolégicos especificos, a maioria baseada no sistema de classificacdo de
Elston e Ellis (1998), que incorpora informacdes sobre a (1) formacao de tabulos, (2)
pleomorfismo nuclear, e (3) nUmero de mitoses por campo. Com base na pontuacéo
total obtida, o grau do tumor foi determinado: Grau | (Baixo Grau) tumor bem
diferenciado, Grau Il (Intermediario) moderadamente diferenciado e Grau Il (Alto

Grau) pouco diferenciado.

2.2.4 Analise estatistica

Para comparacao entre as médias das variaveis hematoldgicas entre o grupo
controle e o grupo doente, foi aplicado o teste t de Student. Estas analises foram
avaliadas utilizando-se o nivel de significancia (a) de 5%, processadas no software
SPSS Statistics.

2
Composigdo do corante: 1,5g de azul de metileno segundo Giemsa, 1,0g de azul de metileno segundo May-Grunwald, 0,5g de azul de
metileno segundo Wright e 1,0L de metanol.
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2.3 RESULTADOS

Em relacdo aos dados clinicos, das 32 cadelas avaliadas, evidenciou-se que
26 (81,25%) animais do grupo experimental possuia raca definida, sendo as ragas
Poodles, Pinscher e Boxer as mais acometidas por carcinoma mamario. A faixa
etaria compreendeu idades entre 6 a 16 anos (média de 10 anos). As pacientes
idosas (acima de sete anos) foram as mais acometidas, totalizando 31 (96,87%)
casos.

Quanto ao estado reprodutivo, 26 (81,25%) ndo eram castradas. Destas, 5
(15,62%) foram submetidas a castragdo devido a infeccdo no utero e somente 1
cadela (3,12%) foi submetida a castracdo eletiva. A administracdo de
anticoncepcionais nao foi realizada em 29 (90,62%) cadelas, sendo somente 3
(9,37%) animais submetidas a aplicacdo de anticoncepcionais. Além disso, a
pseudogestacao foi observada em 21 (65,62%) cadelas. Em relacdo ao estro, 14
(43,75%) cadelas apresentaram estro regular, 2 (6,25%) irregular e 16 (50%)
apresentaram cio nao detectavel pelos proprietarios.

A maioria das cadelas apresentou lesdes neoplasicas bilaterais (53,12%), e a
cadeia mamaria esquerda foi a mais acometida (56,25%), sendo as mamas
abdominais craniais, caudais e inguinais as de maiores ocorréncias de tumores. O

grafico 1 documenta a localizacdo dos neoplasmas em relacdo a glandula envolvida.
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Figura 1: Localizacdo das neoplasias mamarias quanto a glandula envolvida,
em cadelas atendidas no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP, Campus de

Jaboticabal.

A avaliacdo histopatologica das 32 cadelas com carcinoma mamario permitiu
classifica-las em grupos de acordo com o tipo e o grau histopatologico. A incidéncia

de cada subtipo histolégico e sua graduacao esta demonstrada na tabela 1.

Tabela 1: Incidéncia dos tipos e grau histolégicos das neoplasias mamarias em

cadelas diagnosticadas no Hospital Veterinario FCAV/UNESP, Campus de

Jaboticabal.
Tipo histopatolégico Grau Histolégico
(n) Grau | Grau I Grau Il
Carcinoma em tumor misto  14(43,75%) 7(21,87%) 6(18,75%) 1(3,12%)
Carcinoma Tubular 8(25%) 3(9,37%) 2(6,25%) 3(9,37%)
Carcinoma Papilifero 5(15,62%) -(0%) 4(12,5%) 1(3,12%)
Carcinoma Sdélido 3(9,37%) 1(3,12%) -(0%) 2(6,25%)
Carcinoma Complexo 2(6,25%) 2(6,25%) -(0%) -(0%)

Total 32 13 12 7
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E a partir da avaliagdo clinica do tumor e do exame de histopatoldgico,
realizou-se o estadiamento tumoral conforme o sistema TNM adaptado para tumores
mamarios caninos, distribuindo-se os animais do estudo em quatro estagios: estagio
| (n=14 43,75%), estagio Il (n=4 12,5%), estagio lll (n=7 21,8%), estagio IV (n=7
21,8%). O grafico 2 demonstra a relacdo dos estagios com o grau histopatolégico

do tumor.

MNiamero de casos
s

Graul Grau 2 Grau 3 |Grau l Grau 2|Graul Grau 2 Grau 3|Grau 1l Grau 2 Grau 3

Estagio Il

Figura 2: Relacao entre o grau histopatologico e o estadiamento clinico do tumor das

cadelas atendidas no Hospital veterinario da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.
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O exame de histopatoldgico também permitiu a avaliacdo das margens apoés a
mastectomia, demonstrado no grafico 3. A tabela 2 demonstra a relacdo do

tamanho do tumor com as margens (livres e comprometidas).

B comprometida

@ livre

Figura 3: Avaliacdo das margens em cadelas submetidas a mastectomia, atendidas
no Hospital veterinario da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Tabela 2: Relagdo do tamanho do tumor com as margens (livres e
comprometidas), apés mastectomia, de cadelas com les6es mamarias atendidas no
Hospital Veterinario da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Tamanho do Tumor Margens

Comprometidas Livres

Tl 6 10
T2 2

T3 7 5
Total 15 17

T1: Tumores menores que 3 cm; T2: Tumores de 3a 5 cm;

T3: Tumores maiores que 5cm.
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Em relacdo as varidveis hematoldgicas, no eritrograma, somente 6 (18,75%)
cadelas apresentaram valores de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito abaixo dos
valores de referéncia para a espécie, caracterizando anemia. No leucograma, 5
(15,62%) cadelas apresentaram leucopenia, 2 (6,25%) neutropenia, 5 (15,62%)
eosinopenia e 7 (21,87%) apresentaram linfopenia. Das variaveis hematoldgicas,
somente os neutrofilos bastonetes, eosindfilos, mondcitos e linfocitos apresentaram

diferenca significativa quando comparado com o grupo controle (tabela 3).

Tabela 3: Médias e respectivos erros-padrdo da média da contagem global de
eritrécitos, teor de hemoglobina, volume globular (VG), contagem global de
leucécitos e dos valores absolutos de basadfilos, eosinofilos, neutrofilos bastonetes e
segmentados, linfocitos e mondcitos de cadelas acometidos por carcinoma mamario
(GD) comparado aos do grupo controle (GC) atendidas no Hospital veterinario da
FCAV/UNESP. Jaboticabal, 2015.

Grupos

Parametros Controle Doente Valores | de

Referéncia
Eritrécitos (x10°/uL) 8.0+ 7.7° 6.3+1.1° 5.5-85
Hemoglobina (g/dL) 15.0 + 2.0° 15.0 + 2.6° 12.0-18.0
VG (%) 44,7 +5.2° 42.1+7.3° 37.0-55.0
Leucdcitos Totais (x10°/uL) 10.9 +3.2% 9.2+3.1° 6.0 - 18.0
Basofilos (uL) 31.8 +56.7% 13.8 +63.7% 0-0
Eosindfilos (uL) 220.3 + 162" 466.5 + 404.3° 120 - 1800
Neutréfilos Bastonetes (uL) 85.9 + 126.9° 3.3+18.6" 0-500
Neutréfilos Segmentados (x10°/uL)  7214.1 + 1982.0° 7439.8 + 3020.0° 3600 — 13800
Linfécitos (x10%/pL) 2764.1 + 982.9° 995.3 + 401.1° 720 — 5400
Mondcitos (pL) 609.8 + 371.2° 320.3 + 233.0° 180 — 1800

#PLetras mintsculas diferentes na mesma linha diferem estaticamente (p<0,05).
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2.4 DISCUSSAO

Dos 24 animais de raca pura deste estudo, a maioria referia-se a ragas como
poodle, pinscher e boxer. Para Sorenmo (2003), o fato de certas ragas terem um
risco maior de desenvolverem tumores mamarios sugere um componente genético.
Contudo, conforme Daleck et al. (1998) e Oliveira et al. (2003) ndo existe uma
predisposicdo racial para tumores de glandula mamaria em cadelas, podendo
acometer animais sem raca definida. Entretanto, neste estudo ocorreu uma baixa
incidéncia de neoplasias mamarias em cadelas sem raca definida, este fato pode ser
explicado, pois a ligagdo entre ragas e tumores mamarios pode variar de acordo com
o local de estudo, podendo, refletir em parte, a populacdo canina da regiéo.

Pacientes acima de sete anos (96,87%), nao castradas (81,25%)
caracterizaram o perfil do grupo experimental no estudo. Os levantamentos
epidemiologicos brasileiros constatam tais achados ao caracterizarem que as
fémeas geriatricas, ndo castradas, ou castradas tardiamente, sdo as mais
suscetiveis para o desenvolvimento da doenca (VARALLO et al., 2012; FELICIANO
et al., 2012; OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Para Sorenmo et al. (2011) a idade é um
dos mais importantes fatores para o desenvolvimento de tumores de mama.

Os tumores localizavam-se predominantemente nas mamas abdominais
caudais (31,25%), craniais (25%) e inguinais (25%). Os dois ultimos pares de
glandulas sdo descritos como os locais mais comuns para ocorréncia do primeiro
tumor, sendo raro nas glandulas toracicas craniais. A explicacdo mais aceita € que
h& maior quantidade de parénquima e de receptores hormonais nessas glandulas
predispondo a ocorréncia de neoplasias (DONNAY et al., 1995).

Diversos autores consideram o tamanho tumoral e o estadiamento clinico os
parametros progndésticos mais importantes (ESTRELA-LIMA et al., 2010; CASSALI
et al., 2014). Tumores menores que trés centimetros sem invasao linfatica
apresentam melhor prognéstico, quando comparados com aqueles maiores ou que
ja apresentam metastase para linfonodos (FERREIRA et al., 2009).

Neste estudo, 14 (43,75%) animais apresentaram processo neoplasico em

fase inicial (nédulos de até trés centimetros). No entanto, a maioria desses animais
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apresentaram tumores moderadamente diferenciados (Grau 1l) e pouco
diferenciados (Grau lll), totalizando 8 (25%) animais (grafico 2). Este resultado pode
significar que tumores menores que trés centimetros, podem ter um comportamento
biolégico agressivo, ressaltando a importancia da excisdo cirlrgica precoce, bem
como o exame de histopatoldégico para determinar o melhor prognostico desses
pacientes.

A classificacéo histoldgica dos tumores mamarios tem valor estabelecido pela
sua importancia em predizer o comportamento biolégico do tumor (BOSTOCK,
1986). Neste estudo, o carcinoma em tumor misto foi o tipo histolégico predominante
(43,75%) sendo este o0 subtipo de carcinoma mais comumente descrito por outros
autores (CASSALI, 2000; CAVALCANTI & CASSALI, 2006; RIBEIRO et al., 2009).
Este tipo de neoplasia origina-se da transformacdo maligna de componentes
epiteliais do tumor misto benigno (MOULTON & ROSENBLAT, 1970). Os outros
carcinomas corresponderam a tubular, papilifero, sélido e complexo.

Em humanos, a combinacédo do tipo e o grau histopatologico pode resultar em
uma avaliacdo mais precisa do prognostico do cancer de mama. O grau histologico
também pode fornecer informacgdes Uteis para predizer a resposta a quimioterapia e,
portanto, ser um fator preditivo (TAVASOLY et al., 2013). Neste estudo, a maioria
dos carcinomas foram classificados como grau | e I, com apenas 21,87% das lesGes
sendo classificadas como grau lll.

O exame de histopatologico permitiu a avaliacgdo das margens apos a
mastectomia, e 53% das cadelas acometidas por carcinoma mamario apresentaram
margens livres ap0s a exérese cirdrgica. Segundo Rutteman et al. (2001), em cées o
melhor plano cirdrgico envolve a remocdo de todo tecido afetado com amplas
margens cirdrgicas. Nao existe nenhum beneficio de remover mais tecido do que o
necessario para obter margens cirdrgicas adequadas. Contudo, € importante
ressaltar que neste estudo 47% das cadelas apresentaram margens comprometidas
apos a mastectomia, sendo 18,75% de tumores menores que 3 cm. Destes, 12,5 %
eram de cadelas de pequeno porte (peso<10 kg). Este resultado pode ser explicado
pelo fato de cadelas de porte pequeno possuirem uma relacdo entre o tamanho
tumoral e a area de superficie corporal diferente de um céo de grande porte, o que

pode ter favorecido o comprometimento das margens cirdrgicas.
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Em relacdo aos dados hematoldgicos, ndo foi observado diferenca
significativa entre as quantidades de eritrocitos nas amostras de cadelas acometidas
por carcinoma mamario em relacdo ao grupo controle, ndo corroborando com 0s
autores Estrela-Lima et al. (2012). No entanto, verificou-se anemia discreta a
moderada em 6 cadelas (18,75%). A prevaléncia e relevancia clinica da presenca de
anemia em cdes com neoplasia mamaria é desconhecida (MILLER et al., 2009;
CHILDRESS, 2012). Entretanto, em mulheres com cancer de mama existe uma alta
incidéncia de anemia no diagndstico da doenca e correlacdo com pior resposta ao
tratamento, prognéstico e sobrevida (KIRSHNER et al., 2004; LEONARD et al.,
2005). O mecanismo dessa alteracdo esta associada a secrecdo tumoral de
citocinas como a IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) responsaveis por
promover sequestro de ferro, ocasionar a reducao da meia vida das hemacias (IL-1)
e da secrecéao de eritropoietina (TNF e IL-6). Em cadelas com carcinoma mamario as
anemias hemoliticas, como a microangiopatica e a imunomediada por formacéo de
imunocomplexo ja foram descritas (MANGIERI, 2009).

Neste estudo, verificou-se leucopenia em 15,62% das cadelas, sendo 6,25%
acompanhado de neutropenia, este resultado ndo esta de acordo com a literatura.
Em cadelas acometidas com neoplasia mamaria a alteracdo mais frequentemente
observada nos estudos foi leucocitose por neutrofilia (DA SILVA et al., 2014). Este
resultado pode ser explicado devido a liberacdo de fatores supressores da medula,
pelas células neoplasicas, bem como a uma diminuicdo da meia-vida dos leucocitos
circulantes (BERGMAN, 2013), que podem ter levado a diminui¢cdo nas quantidades
totais de leucocitos. No entanto, neste estudo ndo houve diferenca significativa entre
0 numero total de leucdcito entre o grupo doente e controle, mas foi observado um
aumento no numero de eosindfilos e uma diminuicdo dos neutrofilos bastonetes,
mondcitos e linfécitos de cadelas portadoras de carcinoma mamario quando
comparadas ao grupo controle (Tabela 3). Entretanto, a quantidade total de
eosinofilos, neutréfilos bastonetes, mondcitos e linfocitos estdo dentro dos valores
de referéncia para espécie, portanto ndo possuem significado clinico. Contudo, é
importante ressaltar que sete (21,87%) cadelas apresentaram linfopenia, a reducao
dos linfocitos em pacientes com cancer, pode ser devido a uma diminuicdo na sua

producédo, ou pela destruicdo e utilizacdo dos linfécitos (BONE E LAUDER 1974).



41

Em pacientes humanos com cancer de mama a contagem de linfécitos no sangue
periférico tem valor progndstico para a recorréncia do tumor sendo pior em pacientes

com linfopenia, seja basal ou induzida pela quimioterapia (CONESA et al. 2012).

2.5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o carcinoma em
tumor misto foi o tipo histopatolégico mais frequente. A maioria das cadelas
portadoras de carcinoma mamario eram idosas, ndo castradas ou castradas
tardiamente, com tumores em estagios iniciais e em sua maioria apresentando-se
em Grau Il e lll. A anemia, leucopenia e a linfopenia foram as alteracdes

hematoldgicas mais encontradas em cadelas com carcinoma mamario.
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CAPITULO 3 - Investigacdo da Integridade do Sistema Hemostatico em cadelas

acometidas de carcinoma mamario

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar as variaveis hemostaticas da
coagulacdo em cadelas com carcinoma mamario, associando-as com o tipo e grau

histopatolégico bem como com o estadiamento clinico da doenca e o tamanho do
tumor. Foram selecionadas 62 cadelas aleatoriamente sem distincdo de idade e
raca, sendo 30 cadelas saudaveis e ausentes de neoplasias mamarias como grupo
controle, e 32 cadelas com diagnéstico histopatolégico de carcinoma mamario
ausentes de metastase a distancia, bem como de doencas que pudessem interferir
na integridade do sistema hemostatico. Todas as cadelas com neoplasias mamarias
foram submetidas ao exame fisico da glandula mamaria, hemograma, creatinina e
ALT, exames de imagens e testes de coagulacdo. Verificou-se neste estudo que
existe uma forte associacdo do grupo doente com os parametros hemostaticos
avaliados (p<0,05) bem como diferenca significativa entre os grupos estudados
(p<0,05). E foi observada uma forte associacdo do Grau histopatolégico | com os
parametros hemostaticos TTPA, TP e fibrinogénio (p < 0,05). Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que cadelas portadoras de carcinoma mamario em sua
maioria apresentam perda da integridade hemostatica e as alteracbes da
hemostasia foram influenciadas pelo grau histopatologico e pelo estadiamento

clinico da doenca.

Palavras-chave: Hemostasia, coagulacao, plaquetas, fibrinogénio, cancer.
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Research of Integrity of the hemostatic system in female dogs with mammary

carcinoma

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the hemostatic coagulation
variables in dogs with mammary carcinoma, associating them to the type and
histological degree, the clinical staging of the disease, and the tumor size. We
randomly selected 62 female dogs regardless of their age or breed, of which 30
female dogs healthy and showed no mammary neoplasia and were considered the
control group, and 32 dogs with histopathological diagnosis of mammary carcinoma
and absent distant metastasis and disease that could interfere with the integrity of the
hemostatic system. The 32 female dogs with carcinoma were submitted to physical
mammary gland, blood count, creatinine, ALT, imaging examinations and coagulation
tests. We found that there is a strong relationship between the patient group and the
evaluated hemostatic parameters (p < 0,05), and significant differences among the
patient subgroups (p<0,05). Moreover, a strong relationship of the histopathological
degree | with hemostatic parameters APTT, PT and fibrinogen was observed (p <
0,05). The results of this study suggest that dogs suffering from mammary carcinoma
frequently present loss of hemostatic integrity and changes of hemostasis, that were

associated with the histological degree and the clinical staging of the disease.

Keywords: hemostasis, coagulation, platelets, fibrinogen, cancer.
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3.1 INTRODUCAO

Os distarbios hemostaticos sdo achados comuns em pacientes humanos com
cancer (ANDREASEN et al., 2012), bem como em pequenos animais (KRISTENSEN
et al.,, 2008; CHILDRESS, 2012). As células malignas sdo capazes de alterar o
mecanismo hemostatico e induzir a ativagdo da coagulagdo sanguinea (TABAK et
al., 2011). Entretanto, a patogénese da ativacdo da coagulacdo sanguinea em
pacientes com cancer € complexa e multifatorial (FALANGA et al., 2013).

Alteracbes da hemostasia sdo sindromes paraneoplasicas comuns em cées
(BERGAM, 2007). Em um estudo da coagulacédo sanguinea de cdes com neoplasias
foram detectados parametros hemostaticos anormais, como a trombocitopenia,
aumento e diminuicdo do fibrinogénio e o prolongamento do tempo de
tromboplastina parcial ativada (MADEWELL et al.,, 1980). Contudo, em uma
pesquisa recente de cdes com diferente tipos de carcinoma a trombocitose e o
aumento do fibrinogénio foi 0 achado mais frequente em uma populacéo de 32 cées
doentes (SAAVEDRA et al., 2011).

Cadelas acometidas por carcinoma mamario apresentaram anormalidades
hemostaticas, como o aumento do fibrinogénio e alteracbes dos tempos de
tromboplastina parcial ativada e de protrombina, principalmente nos animais em
estagio Il e IV, o que pode sugerir um estado de hipercoagulabilidade
(STOCKHAUS et al., 1999).

A coagulacao intravascular disseminada (CID) é uma manifestacédo do estado
de hipercoagulabilidade que comumente acompanha o cancer, principalmente em
estagios avancados ou metastaticos (CHILDRESS, 2012). Em cadelas com
carcinoma mamario a coagulacdo intravascular disseminada ja foi identificada
(MISCHKE, 1998).

Apesar do conhecimento da importancia do diagnostico dos disturbios
hemostaticos, os testes de coagulacdo raramente sdo solicitados pelo médico

veterinario na rotina clinica (KRISTENSEN et al., 2008). Os marcadores
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hemostaticos laboratoriais podem refletir diretamente a patogenia das neoplasias e
consiste em uma ferramenta importante para detectar e controlar a progressao do
tumor e o risco de trombose (PINHO E COUTINHO, 2005).

Tendo em vista a escassez de informacdes sobre a integridade do sistema
hemostéatico em cadelas com carcinoma mamario, 0 objetivo deste estudo foi
investigar possiveis alteracfes da coagulacdo sanguinea, associando - as com o
tamanho do tumor, estadiamento clinico da doenca e com o tipo e grau
histopatolégico do tumor.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Foram selecionadas 62 cadelas aleatoriamente sem distingcdo de idade e
raca, sendo 30 cadelas ausentes de neoplasias mamarias, clinicamente e
laboratorialmente saudaveis como grupo controle, e 32 cadelas com diagndstico
histopatoldégico de carcinoma mamario com auséncia de metastase a distancia
confirmada por métodos convencionais de exame radiografico de térax em trés
projecdes e ultrassonografia abdominal. Os linfonodos inguinais das 32 cadelas com
neoplasias mamarias foram submetidos ao exame de histopatoldgico, para pesquisa
de metéastase.

Nesse estudo foram excluidas cadelas que possuiam outras doencas ou
utilizassem medicamentos que pudessem interferir na integridade do sistema
hemostatico. Os animais participantes foram provenientes do atendimento dos
Setores de Obstetricia e de Oncologia do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel da FCAV - UNESP - Campus Jaboticabal. Todos os cées foram submetidos a
exames laboratoriais (hemograma, creatinina e alanina aminotransferase), para
descartar possiveis doencas concomitantes. Cadelas com neoplasia mamaria foram
submetidas ao estadiamento clinico do tumor pelo método TNM proposto pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS).
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O protocolo experimental realizado no presente estudo esta de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal adotado pelo Conselho Nacional de
controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV/UNESP, protocolo n° 009735/14.

A avalicdo histopatolégica das 32 cadelas com carcinoma mamario permitiu
classifica-las em grupos de acordo com o tipo histopatolégico: Carcinoma em tumor
misto 43,75% (14/32), Carcinoma Tubular 25% (8/32), Carcinoma Papilifero 15,62%
(5/32), Carcinoma Sélido 9,37% (3/32) e Carcinoma complexo 6,25% (2/32). O
exame de histopatoldgico também permitiu classificar os carcinomas mamarios em
grupos de acordo com o grau histopatoldgico: Grau | 40,6% (13/32), Grau Il 37,5 %
(12/32) e Grau Il 21,8% (7/32). E a partir da avaliagéo clinica do tumor e do exame
histopatolégico dos linfonodos, realizou-se o estadiamento tumoral conforme o
sistema TNM adaptado para tumores mamarios caninos, distribuindo-se os animais
do estudo em quatro estadios: estadio | 43,75% (14/32), estadio Il 12,5% (4/32),
estadio 11l 21,8% (7/32), estadio IV 21,8% (7/32).

3.2.2 Coletas de amostras bioldgicas

Todas as cadelas com neoplasia mamaria foram submetidas a mastectomia
unilateral total e ao exame de histopatoldégico. As amostras de sangue foram
coletadas antes do procedimento cirargico, apenas em cadelas sem doencas
concomitantes e laboratorialmente saudaveis. Os animais foram submetidos a coleta
de sangue por meio de venopuncéao da veia jugular com auxilio de agulha e seringa
de 5 ml. Inicialmente, foram coletados 4 ml de sangue em tubo contendo
anticoagulante citrato de sodio a 3,2%, para realizacédo dos testes hemostaticos, e 1
ml de sangue em tubos contendo 7,2 mg de anticoagulante &cido
etilenodiaminotetracetato dipotassico (K:EDTA) para obtencdo do plaquetograma.

Os tubos contendo amostras sanguineas com K;EDTA foram imediatamente
processados e analisados, enquanto os tubos contendo amostras sanguineas com
citrato de sédio foram centrifugados a 2.500 rpm (FCR: 1.260 g) durante 30 minutos

a temperatura de 4°C. Posteriormente, o plasma citratado foi separado em fracdes e
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acondicionado em eppendorfs devidamente identificados e armazenados a

temperatura de -30°C até o momento das analises.

3.2.3 Processamento das amostras

Os parametros hemostaticos foram realizados no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP. O sangue coletado em tubos contendo
K,EDTA foi homogeneizado e as contagens globais das plaquetas foram realizadas
em contador automatico de células (ABC VetCounter, Doriva ABX — Montpellier,
Franca)

Para as determinacdes de fibrinogénio, tempo de protrombina (TP) e tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPA), as amostras de plasma citratado foram
descongeladas em temperatura ambiente e as analises conduzidas conforme
instrucdes do fabricante, em coagulémetro (Quick Timer Il, Drake — S&o Jose do Rio
Preto, SP). O modelo determina o tempo de coagulacdo de uma amostra de plasma
sanguineo (150uL) utilizando um sistema Optico que detecta a variacdo brusca da
densidade Optica da amostra no instante da coagulacdo. Para a determinacao de
tais variaveis, foram utilizados conjuntos de reagentes comerciais (Labtest - Sistema
de Diagnosticos Ltda. - Lagoa Santa, Brasil).

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Os limites de referéncia
para TP, TTPA, plaquetas e fibrinogénio foram determinados a partir dos valores de
referéncia local (Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da FCAV/UNESP-
Jaboticabal).

3.2.4 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada a partir do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para comparacao entre as médias dos parametros hemostaticos entre o
grupo controle e o grupo doente, foi aplicado o teste t de Student. . Para

comparacdo das meédias dos parametros hemostaticos (plaquetas, TP, TTPA e
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fibrinogénio) entre os diferentes subgrupos avaliados (tipo e grau histopatolégico,
estadiamento clinico da doenca e tamanho do tumor) foram utilizadas analises de
variancia (ANOVA) simples. A diferenca entre essas médias foi determinada através
do teste de comparacbes multiplas de Tukey. Estas andlises foram avaliadas
utilizando-se o nivel de significancia (a) de 5%, processadas no software SPSS
Statistics.

Para avaliar as possiveis associacdes entre as alteragcbes hemostaticas e 0s
diferentes grupos e subgrupos de cadelas portadoras de carcinoma mamario, foi
utilizado a Andlise de Correspondéncia Multipla (ACM), processadas no software
Statistic 7.

Os parametros hemostaticos considerados neste estudo foram o nimero de
plaquetas, o tempo de protrombina, o tempo de tromboplastina parcial ativada e o

fibrinogénio.

3.3 RESULTADOS

As analises univariadas, os valores das médias e seus respectivos desvios

padrdo dos parametros hemostaticos avaliados estao descritos nas Tab. 1 e 2.

Tabela 1. Médias (e respectivos desvio padrdo) dos parametros hemostaticos
(contagem de plaquetas, do tempo de protrombina, de tempo de
tromboplastina parcial ativada e da concentracdo de fibrinogénio) do
grupo controle do grupo doente. Jaboticabal, 2015.

Parametros Grupos

Controle Doente
Plaquetas (x10°/uL) 299.5 + 99.1° 417.7 + 166.2°
TP (seg) 6.5+ 0.9 152 +7.1°
TTPA (seg) 9.2+1.6° 20.2 +10.3?
Fibrinogénio (mg/dL) 251.4 + 32.8° 385.0 + 136.02

ab) etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t de student.

TP =tempo de protrombina, TTPA = tempo de tromboplastina parcial ativada.



54

As anormalidades hemostaticas nos tempos de protrombina (TP) e de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) foram identificadas em 20 animais doentes
(62,5%). Verificou-se que existe diferenca significativa dos parametros hemostaticos
(plaguetas, TP, TTPA e fibrinogénio) entre o grupo doente e controle (p<0,05)
(Tab.1).

A média do numero de plaquetas no sangue foi significativamente maior em
cadelas portadoras de carcinoma mamario quando comparadas ao grupo controle
(Tab.1). O aumento na contagem do nimero de plaquetas (>400.000 10%ul) foi
observado em 15 cadelas doentes (46%). Contudo, ndo houve diferenga significativa
no numero de plaquetas entre os subgrupos estudados (Tab.2).

A hiperfibrinogenemia (>300 mg/dl) foi observada em 21 (65,6%) individuos
doentes, cujos os valores aumentaram conforme, o grau histopatolégico, o
estadiamento clinico e o tamanho do tumor. Neste estudo, verificou-se que existe
diferenca significativa nos niveis de fibrinogénio entre os estadios IV, Il e | (p<0,05)
(Tab.2)

Entre os animais doentes ndo houve diferenca significativa dos parametros
hemostaticos e o tipo histopatologico do tumor, mas foi observada diferenca
significativa dos tempos de TP, TTPA e fibrinogénio entre o grau histopatoldgico | e
0s graus histopatoldgicos Il e Il (p<0,05). Neste estudo ndo houve diferenca dos

tempos de TP e TTPA entre os estadios clinicos I, lll e IV (Tab.2).
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Tabela 2. Médias e respectivos desvio padrdo (de plaquetas, do tempo de
protrombina, de tempo de tromboplastina parcial ativada e da
concentragao de fibrinogénio) entre os diferentes grupos avaliados (tipo
e grau histopatolégico, estadiamento clinico da doenca e tamanho do
tumor). Jaboticabal, 2015.

Subgrupos (doentes) Plagquetas (x103)/pl TP (seg.) TTPA (seg.) Fibrino(mg/dl)
Tipo histopatologico

Carcinoma complexo 375.5+ 38.9% 11.6 £10.7% 16.6 +15.3% 396 +148.5%
Carcinoma em tumor misto 421.6 + 130.8° 14.5 +6.6° 19.2 +8.4° 353.4 £125.3%
Carcinoma papilifero 458.2 +226.6° 19.4 +7.5% 25.9 +9.7% 481.2 +124.7°
Carcinoma Sélido 339.7 + 170.2° 20.3 +10.8% 29.2 +15.9 523.3 +196.1%
Carcinoma tubular 425.1 +219.8° 12.7 +5.32 16.1 +9.6% 325.6 +94.5°
Grau Histopatolégico

Grau 1 424.8 +164.6° 9.2 +4.4° 12.2 +6.2° 292.0 +86.1°
Grau 2 4446 +132.7° 18.9 +5.9° 23.4+7.8% 427.6 +129.2°
Grau 3 358.3 +224.9° 19.9 +5.4% 29.7 +9.4% 484.7 +127.4°
Estadiamento Clinico

Estadiamento | 382.9 +158.8° 14.3 +5%° 18.4 +6.8%" 338.1+88.1"
Estadiamento |1 502.8 +246.4° 8.1 45.4 8.5 4.4 301.3 +58.4"
Estadiamento Il 449.9 +170.1° 15.2 +8.6°" 20.6 +10.9%° 372.4 +165%°
Estadiamento IV 406.4 +140.7° 21.1 46.6° 30.3 #10% 539.3 +110°
Tamanho do tumor

Tamanho < 3 cm 382 +158.1° 15.3+5.8 21.1+9.8% 367.8 +117.9°
Tamanho 3-5 cm 502.8 +246.4° 8.1 5.4 8.5 4.4 301.3 +58.4°
Tamanho > 5 cm 436.8 +149.3% 17.3+8.2° 23 +10° 435.8 +162.7°

2P | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos avaliados, a partir
da analise de variancia (ANOVA) simples e teste de comparac¢des multiplas de Tukey. TP = tempo de trombina,
TTPA = tempo de tromboplastina parcial ativada, Fibrino = Fibrinogénio.
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Os resultados das Analises de Correspondéncia Mdltipla constam nos mapas
perceptuais das Fig. 1 e 2.

Na Fig. 1 vé-se dois grupos contendo categorias que se inter-relacionam e
gue se contrastam. No lado esquerdo estdo aquelas categorias que se associaram
com o grupo de animais que se denominou CONTROLE e em contraste aquelas
categorias associadas ao grupo de animais que se denominou DOENTE. A
gualidade do mapa perceptual foi de 89,12% (dimenséo 1: 72,59% e dimenséo 2:
16,53%).

20

Dim 2 - 16,53%

05 Flag_< 400 / TP >10s
° TTPa_»155

)
Congro\e Fibri_ 2300
00

TP 10550 0 -
o2 TTPa_<15s Doerte Dim 1 - 72,599

Fibri_ <300
05

\ Plag_D > 400 /
20 -

15 10 05 00 05 10 15

Figura 1. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia mdltipla,
contendo os parametros hemostaticos obtidos entre os grupos estudados (Controle
e Doente). Os parametros presentes no mapa sao plaguetas (Plaq), tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e fibrinogénio

(Fibri). Retangulos representam associacdes fortes (p<0,05).
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Na Fig 2 vé-se quatro grupos de inter-relacionamento de categorias. No lado
esquerdo mostra uma associagao entre as categorias G_I, TTPa_<15s, TP_<10s e
Fibri_<300 contrastando com a associacdo entre as categorias TP_>10s e
TTPa_>15s. No centro e na parte superior tem-se uma associacdo entre as
categorias T <3 e |_Il em contraste com a associagéo entre as categorias T=3 e IIl.A
gualidade do mapa perceptual foi de 49,06% (dimensdo 1. 29,63% e
dimens&o19,43%).

Dim 2 - 19.43%

Tubula

T<3
o
ol ll

05

Gor\
TTga_dSs
o TP_»10s

Fibri_=300
-0

00

TP <10

s Dim 1 - 29,63%
Fibri_<300 TPa_»15s !

0.3
Pl 40
aq_0>

15 -1.0 0.5 00 05 1.0 15

Figura 2. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia mdaltipla,
contendo os parametros hemostéaticos (Plag, TP, TPPa e Fibri) obtidos entre os
subgrupos estudados (Tipo Histopatoldgico, Estadiamento Clinico I_II, 1, 1V, Grau
Histopatolégico G |, G _Il, G _Ill e tamanho do tumor T < 3 e T=23). Retangulos
representam associacoes fortes (p<0,05) e circulos representam associacoes fracas
(p>0,05).
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3.4 DISCUSSAO

Os mecanismos que conduzem a ativacdo do sistema hemostatico em
pacientes com cancer incluem o fator tissular, o fator pr6-coagulante do cancer e as
citocinas inflamatorias (TABAK et al., 2011). Entretanto, ja esta bem estabelecido
gue os componentes da hemostasia, como as plaquetas, proteinas da coagulacdo e
da fibrindlise apresentam um papel importante no crescimento e na progressao do
tumor (BOGENRIEDER E HERLY, 2003).

Neste estudo, a média total de plaquetas no sangue de cadelas acometidas
de carcinoma mamario foi maior quando comparadas ao grupo controle. A
trombocitose & uma condi¢do rara em pacientes oncoldgicos na veterinaria, porém é
observada frequentemente em pacientes humanos com cancer (DESANCHO E
RAND, 2010). No entanto, alguns estudos recentes contradizem os estudos
anteriores, citando que a trombocitose € um achado comum em cédes com neoplasia
(HAMMER, 1991; DESANCHO E RAND, 2010) e que a verdadeira incidéncia de
trombocitose em cédes com neoplasia pode estar sendo subnotificada (CHILDRESS,
2012).

A trombocitose esta associada ao estado de hipercoagulabilidade que
acompanha o cancer e a um prognostico negativo de sobrevida em pacientes
humanos (SYMBAS et al., 2000; GUNGOR et al., 2009). O mecanismo de
trombocitose em pacientes com neoplasia ndo esta completamente esclarecido, mas
acredita-se que essa desordem possa ocorrer em resposta a liberacdo de fatores
tumorais pro-angiogénicos e a citocinas inflamatorias (IL-1 e IL-6) ou fatores de
crescimento hematopoiéticos (SAAVEDRA et al., 2011; CHILDRESS, 2012)
secretados ou induzidos pelo tumor.

O prolongamento dos tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) observados neste estudo atingiram indices superiores aos descritos
na literatura, que séo de 43% em cadelas com carcinoma mamario (STOCKHAUS et
al., 1999). Neste estudo, foi evidenciada uma associacao forte do grupo doente com
0os parametros hemostaticos avaliados (p<0,05) (Figura 1), bem como, diferenca

significativa entre os grupos estudados (p<0,05) (Tabela 1). No entanto, estes
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resultados néo estdo de acordo com o estudo realizado pelos autores Saavedra et
al. (2011), em que nao foi observado diferenca significativa do TP e TTPA entre cées
com diferentes tipos de carcinoma e o grupo controle. As anormalidades nos
tempos de coagulacéo identificadas em cadelas portadoras de carcinoma mamario
neste trabalho podem estar associadas a secrecdo de citocinas inflamatérias que
podem promover o aumento no consumo dos fatores de coagulacdo (ANDREASEN
et al., 2012).

No entanto, ndo foi evidenciada diferenca significativa dos tempos de TP e
TTPA entre os estadios clinicos |, 1ll e IV, mas foi observado o prolongamento dos
tempos de coagulacdo, contradizendo um estudo que observou alteracdes da
coagulacdo somente em cadelas em estadiamento Il e IV (STOCKHAUS et al.,
1999). Este resultado pode ser explicado pelo fato dos animais em estadiamento
clinico I no estudo apresentarem em sua maioria tumores moderadamente
diferenciados (Grau IlI) e pouco diferenciados (Grau lll) e consequentemente
alteracoes nos parametros hemostaticos (TTPA, TP e fibrinogénio).

Observou-se uma forte associacdo do Grau histopatolégico | com os
parametros hemostaticos (p<0,05) (TTPA, TP e fibrinogénio) dentro da normalidade
(Fig. 2), demonstrando que cadelas portadoras de carcinoma mamario Grau | ndo
apresentaram alteracdes da coagulacdo e possuem comportamento hemostéatico
semelhante ao grupo controle (animais saudaveis). Contudo, foi observada uma
fraca associacao entre o Grau I, Grau lll e os tempos de TP e TTPA (Fig. 2).
Entretanto, ocorreu uma diferenca estatistica significativa dos tempos de TP, TTPA e
fibrinogénio entre o Grau | e os Graus Il e Il (p<0,05) que apresentaram
prolongamento dos tempos de coagulacdo e aumento nos niveis de fibrinogénio
(Tab. 2).

A hiperfibrinogenemia € comum em caes com doenca maligna (WADA et al.,
2005), e foi a anormalidade hemostatica mais frequente neste estudo, atingindo 65%
das cadelas com carcinoma mamario, cujos valores aumentaram conforme a
progressdo da doenca, sendo mais evidentes nos estadio Ill e V. Este resultado foi
superior aos valores encontrados na literatura, em um estudo com cadelas
portadoras de carcinoma mamario, somente 23,3% apresentaram valores elevados

de fibrinogénio, sendo mais evidentes nos estadios Ill e IV (STOCKHAUS et al.,



60

1999), semelhante ao que foi observado neste estudo. Em outra pesquisa com céaes
portadores de carcinoma esta anormalidade afetou 32% dos animais (SAAVEDRA et
al., 2011). Apesar da evidéncia do aumento dos niveis de fibrinogénio com a
progressdo da doenca em cadelas portadoras de carcinoma mamario, a correlacéo
entre a concentracdo de fibrinogénio e a progressdo do tumor permanece
controversa e obscura (O'DONNELL et al., 1981, STOCKHAUS et al.,, 1999;
SAAVEDRA et al.,, 2011). Contudo, a hiperfibrinogenemia ja foi associada a
progresséo e extensdo do cancer em pacientes humanos (RICKLES et al., 1992) e
pacientes caninos (ANDREASEN et al., 2012). Além disso, 61% dos cdes com
carcinoma e hipercoagulabilidade apresentaram aumento dos niveis de fibrinogénio,
destacando o efeito do fibrinogénio na hipercoagulabilidade (SAAVEDRA et al,.
2011). A hiperfibrinogenemia em cédes com neoplasia pode estar associada com a
resposta inflamatoria onde ocorre a secrec¢ao de IL-6 (SAAVEDRA et al., 2011), pela
secrecao de fatores de crescimento pelos tecidos tumorais (EDWARDS et al., 1987)
e devido ao dano tecidual ocasionado pelo crescimento tumoral infiltrativo (KIES et
al., 1980).

A coagulacao intravascular disseminada (CID) tem sido relatada em até 10 %
dos cédes com tumores soélidos (SAAVEDRA et al., 2011) e ja foi identificada em
cadelas com carcinoma mamario (MISCHKE et al., 1998). O diagnostico de CID é
baseado em pelo menos trés alteracbes as quais incluem trombocitopenia,
prolongamento do TP, TTPA, TT, hipofibrinogenemia e elevacéo dos valores de PDF
(produtos de degradacéo da fibrina) e dimero D (STOCKHAUS et al., 1999; STOKOI
et al., 1999; BROOKS E LAFORCADE, 2010). No entanto, nenhuma das cadelas
incluidas neste estudo foi diagnosticada com CID. Contudo, é importante ressaltar
gue no estudo 56 % dos animais apresentaram pelo menos trés alteracbes da
coagulacdo as quais incluiram prolongamento dos tempos de TP, TTPA, e

hiperfibrinogenemia.
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3.5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que cadelas portadoras
de carcinoma mamario em sua maioria apresentam perda da integridade
hemostatica e as alteracbes da hemostasia foram influenciadas pelo grau
histopatolégico e pelo estadiamento clinico da doenca. A hiperfibrinogenemia foi a
anormalidade mais comum em cadelas com carcinoma mamario e parece estar
relacionada a progressdo da doenca. Aumento das plaquetas, do fibrinogénio e o
prolongamento dos tempos de TP e TTPA podem estar associadas a uma resposta
pré-inflamatéria induzida pela doenca e sugere um estado de hipercoagulabilidade
nesses pacientes. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para estabelecer os

mecanismos da ativacado hemostatica em cadelas com neoplasias mamarias.
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ANEXO

QUESTINONARIO — PROJETO MESTRADO
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N. Geral RG:
Evaluation of Canine Mammary Tumors
Name: Age: Breed:
Pet Owner: Phone Number:
Address: Date:
Clinical History
Estro: ( ) Regular ( ) Irregular ( ) Despercebido

Crias: () Sim () Néo

Castracédo:
Pseudociese:

Piometra: () Yes

() Yes
( )Yes ( )No
( )No

Uso de anticoncepcional: ( )Sim () Néo
Evidence of distant metastasis? ( ) No( ) Yes

Physical exam of the mammary glands

(Date: /[ ) ( )No

Pa’as
Mammary Size Consistency Tumor Secretion Ulceration | Involved Lymph
Gland Nodes
T1
T2
Al
A2
|
R Right 1<30cm 1 Firm 1 Not fixed 1Yes 1 Yes 1 Axillary
L Left 23.0-5.0cm 2 Soft 2 Fixed Skin 2 No 2 No 2 Inguinal
3>5.0cm 3 Elastic 3 Fixed Muscle 3 None




