RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 17/06/2018.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PERFIS HEMOSTATICO E HEMATOLOGICO DE CADELAS
ACOMETIDAS POR CARCINOMA MAMARIO

Jéssica Rodrigues de Oliveira

Médica Veterinaria

2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PERFIS HEMOSTATICO E HEMATOLOGICO DE CADELAS
ACOMETIDAS POR CARCINOMA MAMARIO

Jéssica Rodrigues de Oliveira

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Ferreira da Rosa Sobreira

Co-orientadora: Profa. Dra. Annelise Carla Camplesi

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencado do titulo de Mestre
em Medicina Veterinaria, area de Clinica
Médica.

2016



Oliveira, Jéssica Rodrigues de

048p Perfis hemostéatico e hematoldgico de cadelas acometidas por
carcinoma mamario / Jéssica Rodrigues de Oliveira. — — Jaboticabal,
2016

xv, 64 p.:il. ; 29 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2016

Orientadora: Marcia Ferreira da Rosa Sobreira

Banca examinadora: Fabio Nelson Gava, Sabryna Gouveia
Calazans

Bibliografia

1. Céo. 2. Hemograma. 3. Hemostasia. 4. Histologia. 5. Neoplasia
Maméria. |. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias.

CDU 619:616-006:636.7

Ficha catalogréafica elaborada pela Sec¢do Técnica de Aquisicao e Tratamento da Informagdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



&%, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A

Céampus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVACAOQ

TITULO: PERFIS HEMOSTATICO E HEMATOLOGICO DE CADELAS ACOMETIDAS
POR CARCINOMA MAMARIO

AUTORA: JESSICA RODRIGUES DE OLIVEIRA
ORIENTADORA: MARCIA FERREIRA DA ROSA SOBREIRA
CO-ORIENTADORA: ANNELISE CARLA CAMPLESI DOS SANTOS

Aprovada como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestra em MEDICINA
VETERINARIA, 4rea: CLINICA MEDICA VETERINARIA pela Comissado Examinadora:

7‘ ONUALN, \gﬂ, WUNA
ProfajDra. MARCIA FERREIRA DA ROSA SOBREIRA
Cursoide Medicina Veterinaria / Centro Universitario Moura Lacerda / Unidade Il Campus / Ribeirdo Preto,SP

4
Pés-Doutorando FABIO NELSON GAVA
Faculdade de Medicina / FMRP - USP / Ribeirao Preto/SP

7

AV2IE

Profa. Dra. SABRYNA GOUVEIA CALAZANS
UNIFRAN - Franca, SP

Jaboticabal, 17 de junho de 2016.

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias - Cadmpus de Jaboticabal -
Via Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, Km 05, 14870000, Jaboticabal - S&o Paulo
http://www.fcav.unesp.br/posgrad/programas/mvete/index.phpCNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Jéssica Rodrigues de Oliveira — nascida em 22 de dezembro de 1986, em
Uberlandia-MG. Filha de Edson Eduardo Rodrigues de Oliveira e Giani Degane,
concluiu o Ensino Fundamental na Escola Estadual Joaquim Saraiva e o Ensino
Médio nas escolas Messias Pedreiro, Objetivo e Anglo em Uberlandia, MG. Médica
Veterinaria formada pela Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, em
Agosto de 2010. Concluiu o Programa de Residéncia Uniprofissional em Saude na
area de Clinica Médica de Pequenos Animais, junto ao Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, em fevereiro de 2014, sob
orientacdo do Prof. Dr. Fernando Antonio Ferreira. Em marco de 2014, iniciou o
curso de Mestrado junto ao Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria
da FCAV/UNESP (Area de Clinica Médica Animal), sob orientacdo da Profa. Dra.
Marcia Ferreira da Rosa Sobreira.



“Trés verbos existem que, bem conjugados, serdo lampadas
luminosas em nosso caminho: Aprender, Servir e Cooperatr.
Trés atitudes exigem muita atencdo: Analisar, Reprovar e
Reclamar.

Trés normas de conduta que jamais nos arrependeremos:
Auxiliar com a intencdo do bem, Silenciar e Pronunciar frases
de bondade e estimulo.

Trés diretrizes manter-nos-&o, invariavelmente, em rumo certo:
Ajudar sem distin¢cédo, Esquecer todo mal e Trabalhar sempre.
Trés posi¢cdes que devemos evitar em todas as circunstancias:
Maldizer, Condenar e Destruir.

Possuimos trés valores que, depois de perdidos, jamais serdo
recuperados:

A hora que passa, A oportunidade e A palavra falada.

Trés programas sublimes se desdobram a nossa frente,
revelando-nos a gloria da Vida Superior: Amor, Humildade e
Bom animo.

Que o Senhor nos ajude, pois, em nossas necessidades, a
seguir sempre trés abencoadas regras de salvacao:

Corrigir em nés o0 que nos desagrada em outras pessoas,

Amparar-nos mutuamente, Amar-nos uns aos outros.”

Chico Xavier



Vi

Aos meus pais, Edson e Giani, meu irmao
Emerson e meu namorado Felipe, pelo
apoio constante e incentivo durante essa
etapa de minha vida. Dedico também aos
animais, objeto de estudo, admiracdo e

respeito.



Vii

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, sem o qual nada seria possivel. Por me amparar e
guiar meus passos e dar-me forgas, paciéncia e discernimento para realizar mais
esta etapa de minha vida;

A minha orientadora, Profa. Dra. Méarcia Ferreira da Rosa Sobreira, pela
oportunidade, pelo apoio e por acreditar em mim, possibilitando concluir mais esta
etapa da minha vida académica,

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Annelise Carla Camplesi, pela
colaboracéo e apoio sem 0s quais ndo seria possivel a realizacédo deste trabalho;

Aos Professores Dr. Wilter Ricardo Russiano Vicente e Dr. Gilson Hélio
Toniollo, por autorizarem a inclusdo de animais atendidos na rotina do setor de
Obstetricia da FCAV/UNESP, aos funcionarios lzildinha e Arnaldo e as residentes
Priscila, Elaine e Beatriz pela colaboracéo na realizacédo do experimento;

Aos professores Dr. Andrigo Barboza de Nardi e Dra. Mirela Tinucci Costa,
por autorizarem acompanhar o Setor de Oncologia veterinaria e autorizarem
inclusdo de cadelas com carcinoma mamario a este trabalho e aos pés-graduandos
do setor pelos ensinamentos;

Ao Prof. Dr. Antonio Sérgio Ferraudo e ao pés-graduando Jamir Afonso do
Prado Junior pelas explicacdes e colaboracdo na andlise estatistica dos resultados;

As professoras Dra. Sabryna Gouveia Calazans, Dra. Leticia Abrahdo Anai e
Dra. Georgia Modé Magalhées pelas correcdes e contribuicdes a este trabalho;

Aos Professores Dr. Aureo Evangelista Santana, Dr. Leandro Crivelenti e Dra.
Sofia Borin Crivelenti e aos técnicos do Laboratoério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel, pela ajuda com equipamentos, execucao e
colaboracao na realizacéo deste projeto.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), ao Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria, ao Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria e ao Hospital Veterinario Governador Laudo Natel pela oportunidade e
apoio na realizacéo deste ensaio;

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pela bolsa de estudos concedida.


http://www.fcav.unesp.br/#1624,1624
http://www.fcav.unesp.br/#1615,1615
http://www.fcav.unesp.br/#1615,1615

viii

SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt e s sttt e e sttt e s st e e e s saa bt e e e sabbeeeseasbaeessnbeeeesnaseaeessnraeeennns X
AB ST RACT et e e st e e e sttt e s sttt e e e s bt e e e s s bt e e e e s abeee e eaabeeeeeabreeeeenraeeeenas xi
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt ettt ettt sttt e e s sit e e s sabae e s sabeeeessnraee s xiii
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt ettt e s st e s st e e e s bt e e e s saabe e e s sabbeeessnraee s Xiv
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e st e sab e s bb e sbae e sbeeenareeeaeee XV
CAPITULO 1 — CONSIAEIACBES GEIAIS.........overerereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesessseeesestesesssesssssssssessssenesaens 1
1.1 — INTRODUGAO ...ttt ettt ettt s st es s s s s neneees 1
1.2 = REVISAO DE LITERATURA .....ootiiiitititirtineteieiss st 3
1.3 REFERENCIAS. ...ttt ettt 18
CAPITULO 2 - Aspectos clinicos, hematoldgicos e histopatologicos de cadelas.................... 27
acometidas de CcarcinOMa MAMAIIO...........ccceveriririninese sttt 27
2.1 INTRODUGAO ...ttt ettt sttt n s anens 29
2.2 MATERIAL E METODOS ..ottt sttt s s sasanaees 30
2.3 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e st e b bt e sttt e s bt e e bt e e sabbeesbeeesabeeeneeas 33
2.4 DISCUSSAD ...ttt st 38
2.5 CONCLUSOES ..ottt 41
2.6 REFERENCIAS ..ottt sttt 41
CAPITULO 3 - Investigacdo da Integridade do Sistema Hemostatico em cadelas ................. 47
acometidas de CarcinOMa MAMANTO..........ccuerieiirieiiireee ettt r e st 47
B.LINTRODUGAO ...ttt 49
3.2 MATERIAL E METODOS ..ottt ses s sasaneees 50
B3 RESULTADOS ...ttt ettt sttt e ettt e e s s bt e e e s et e e s aabbeee e s nbeeeeeaanees 53
3.4 DISCUSSAD ...ttt 58
3.5 CONCLUSOES ...ttt 61

B.B REFERENCIAS. ..ot ee et e e e et e e e e e e e et e e ese s eseesensesessessesesseesssseseresseseeeeseesesens 61



AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Y fanesp

u n es p “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Céampus de Jaboticabal

‘abolicabal

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 009735/14 do trabalho de pesquisa intitulado
“Investigacéo precoce da integridade do sistema hemostatico e das alteracoes
hematolégicas em cadelas com carcinoma mamaéario grau I”, sob a
responsabilidade da Prof.? Dr.®2 Méarcia Ferreira da Rosa Sobreira esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), em reuniéo ordinaria de 06
de junho de 2014.

Jaboticabal, 06 de junho de 2014.

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp.br



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, ndo
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 reducdo 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.
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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 ativacdo hemostatica em cadelas com neoplasias mamarias.
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