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FERRARI, A.R.M. Efeitos da quimioterapia metronémica sobre angiogénese e
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RESUMO

Nas ultimas décadas biomarcadores de angiogénese e linfangiogénese tumoral séo
alvos de estudos e, em humanos, estes aspectos da vasculatura tumoral ja sédo
utilizados como fatores prognésticos em neoplasias mamarias. Em cadelas ndo ha
estudos suficientes para demonstrar o significado clinico-patolégico da
linfangiogénese em neoplasias mamarias. De maneira similar, ndo ha estudos que
demonstrem efeitos antilinfangiogénicos de terapias como a quimioterapia
metronomica (QM), classicamente caracterizada como uma terapia antiangiogénica.
Este estudo teve como objetivos estabelecer os efeitos da QM na angiogénese e
linfangiogénese tumoral destas neoplasias, assim como obter o significado clinico-
patologico da densidade de vasos linfaticos em neoplasias mamarias caninas. Foram
utilizadas 40 cadelas portadoras de carcinomas mamarios, divididas em dois grupos,
sendo um tratado somente com mastectomia e outro tratado com quimioterapia
metrondmica (QM) seguida de mastectomia. A biopsia do linfonodo sentinela foi
preconizada para estabelecimento do “status” do tecido linfoide sentinela. Apés, foi
realizada a classificacdo e graduacao histopatoldgica das neoplasias, e procedeu-se
a imunomarcacéo para determinar a densidade de vasos linfaticos (DVL), a densidade
microvascular (DMV), indice de proliferacéo celular (IP), indice apoptético (IA), escore
de COX-2, grau do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e metastase
nodal. As imunomarcacdes foram comparadas entre os grupos e a DVL comparada
com aspectos clinico-patolégicos. Foram observados efeitos antiangiogénicos e pro-
apoptéticos no grupo tratado com QM, porém sem efeitos antilinfangiogénicos no
mesmo grupo. Foi observada associa¢do da DVL com metastase nodal, VEGF e forte
correlagdo com IP demonstrando possiveis efeitos da linfangiogénese tumoral com
prognastico e progressao tumoral. Obteve-se maior sobrevida global no grupo tratado

com QM demonstrando eficacia da terapia para neoplasias mamarias caninas.

Palavras-chave: Caes, mama, neoplasias, quimioterapia adjuvante.



FERRARI, A.R.M. Effects of metronomic chemotherapy on angiogenesis and
lymphangiogenesis of canine mammary carcinomas. 2019. 67f. Tese (Doutorado
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ABSTRACT

In recent decades biomarkers of tumor angiogenesis and lymphangiogenesis have
been studied and, in humans, these aspects of tumor vasculature are already used as
prognostic factors in breast cancer. In bitches there are no studies that prove the
clinicopathological significance of lymphangiogenesis in mammary neoplasms.
Similarly, there are no studies demonstrating anti-lymphangiogenic effects of therapies
such as metronomic chemotherapy (MC), classically characterized as anti-angiogenic
therapy. This study aimed to establish the effects of MC on tumor angiogenesis and
lymphangiogenesis of these neoplasms, as well as to obtain the clinical-pathological
significance of lymphatic vessel density in canine mammary tumors. Forty bitches with
mammary carcinomas were used, divided into two groups, one treated with
mastectomy and the other treated with MC followed by mastectomy. Sentinel lymph
node biopsy was recommended for establishing the status of the sentinel lymph node.
Afterwards, classification and histopathological graduation of the neoplasms was
performed, followed by immunostaining and determination of lymphatic vessel density
(LVD), microvascular density (MVD), cell proliferation index (PI), apoptotic index (Al),
COX-2 score, and vascular endothelial growth factor (VEGF) grade. Immunostain were
compared between the groups and the LVD compared to clinicopathological aspects.
Antiangiogenic and pro-apoptotic effects were observed in the group treated with MC,
but without anti-lymphangiogenic effects in the same group. It was observed an
association of LVD with nodal metastasis, VEGF and a strong correlation with PI
demonstrating possible effects of tumor lymphangiogenesis and association with
prognosis and tumor progression. Longer overall survival was obtained in the group

treated with MC demonstrating efficacy of the therapy for canine mammary tumors.

Keywords: Adjuvant chemotherapy, breast, dogs, neoplasia.
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1 INTRODUCAO

Em cadelas adultas intactas, o tumor de mama é o mais comum tipo de
neoplasia, possuindo uma malignidade superior a 50% dos casos (PENA et al., 2014).
Embora a prevaléncia desta enfermidade tenha diminuido em paises onde se pratica
a castracdo profildtica precoce, a neoplasia maméria canina (NMC) ainda se faz,
mundialmente, um importante objeto de estudo (SLEECKX et al., 2011). A progressao
da neoplasia maméaria em cadelas correlaciona-se com a influéncia hormonal do
organismo animal e a pratica da OSH precoce € um importante recurso profilatico,
assim como adjuvante ao tratamento em pacientes selecionados (SORENMO;
SHOFER; GOLDSCHMIDT, 2000). Essa ressalva se faz inerente em paises de
terceiro mundo, como o Brasil, no qual a pratica profilatica precoce de ovario-
salpingohisterectomia (OSH) em cadelas ndo é uma realidade.

A carcinogénese da neoplasia mamaria em mulheres e em animais de
companhia, além de envolver os fatores hormonais, ainda inclui aspectos de
angiogénese tumoral e, possivelmente, linfangiogénese tumoral, sendo estes ultimos
aspectos motivo de estudos na atualidade, inclusive desta pesquisa.

Em seres humanos, o estudo detalhado da angiogénese tumoral € feito
especialmente no cancer de mama na mulher. J& em cadelas, estes estudos tém
aumentado na ultima década, havendo detalhes a serem esclarecidos de como ocorre
esse processo na espécie canina (SLEECKX et al., 2014a). A linfangiogénese,
definida como o crescimento de novos vasos linfaticos, ocorre na maioria das
neoplasias e € considerada essencial para o crescimento, invasdo e metastase
tumoral (SLEECKX et al., 2014b). O estudo da linfangiogénese na carcinogénese
tumoral, assim como o estudo de terapias que inibam este processo ainda é
extremamente escasso na literatura.

Aliado a OSH, a mastectomia é o tratamento inicial de eleicdo para a maioria
dos animais portadores de tumores mamarios, assim como na mulher. Apesar de
cadelas e gatas serem modelos de estudos experimentais para o cancer de mama na
mulher, a terapia para a NMC ainda é restrita a cirurgia e, quando comparada ao
tratamento na mulher, observa-se que existe escassez de estudos sobre terapéutica

oncoldgica na cadela.



15

Para a terapéutica da NMC, além da mastectomia sdo descritos na literatura
protocolos quimioterapicos de uso convencional, baseados no uso da dose maxima
toleravel. A quimioterapia metrondmica (QM) consiste na utilizacao continua de alguns
farmacos em um esquema de administracao frequente e em doses muito mais baixas
do que as convencionais, retirando-se os longos intervalos entre os ciclos de
quimioterapia (BROWDER et al., 2000).

Dessa forma, a QM controla a resisténcia aos quimioterapicos, exibe
sinergismo, quando combinada com agentes antiangiogénicos e controla o
crescimento tumoral, pela inibicdo das células endoteliais e das células progenitoras
endoteliais circulantes (BERTOLINI; PAUL; MANCUSO, 2003; BILLER, 2014). Além
disso a quimioterapia metronbmica apresenta ainda efeito antiangiogénico e proé-
apoptoético (MENDES, 2014).

Os efeitos antilinfangiogénicos da quimioterapia metronémica em neoplasias
mamarias em cadelas ainda n&o foram estudados, assim como a validade da
marcacao da densidade de vasos linfaticos como marcadores progndsticos para a
espécie. Devido a escassez de pesquisas sobre este tema, o presente estudo teve
como objetivos estudar o papel da angiogénese e linfangiogénese tumoral em
neoplasias mamarias caninas, assim como a influéncia da quimioterapia metronémica

sobre estes aspectos vasculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasia mamaria canina

A neoplasia maméria canina (NMC) € o tipo de tumor que mais comumente
afeta cadelas ndo castradas. A idade média de ocorréncia esta entre 8 a 11 anos, com
raras ocorréncias em cadelas com menos de quatro anos, sendo algumas racas
predispostas como Poodles, Teckels e os sem raca definida (GOTTWALD; ZUR;
HUND, 1998; MENDES, 2014).

Os tumores mamarios constituem aproximadamente 52% de todas as
neoplasias na cadela, sendo que 50% destes nédulos sdo malignos agravando o
progndéstico, porém evidéncias histologicas de malignidade ndo necessariamente
implicam em um curso clinico agressivo (BRODEY; GOLDSCHMIDT; ROSZEL, 1983;
De NARDI et al. 2002).

Ha relatos de predisposicdo genética baseados em sequéncias de genes
associadas ao aparecimento de tumores mamarios, que também foram descritos no
genoma humano e ainda mutacfes genéticas em células previamente normais
(RIVERA; EULER, 2011). Também ha indicios de que pseudociese e administracdo
de progestagenos possam estar correlacionadas ao aparecimento de neoplasias nas
mamas de cadelas, assim como o efeito protetor da castracdo precoce de cadelas em
relacdo a ocorréncia de neoplasia mamaria (MISDORP, 1998; OLIVEIRA et al., 2003).

Carcinomas mamarios comumente provocam metastases pela via linfatica aos
linfonodos regionais e pulmbes, e a extensdo e a localizagdo da metastase
determinam a ocorréncia e severidade dos sinais clinicos (LANA et al.,, 2007;
MISDORP, 2002; SORENMO, 2003).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propbs o sistema TNM de
classificacdo para o estadiamento clinico para mulheres acometidas por tumores de
mama malignos. Tal sistema também € aplicado as cadelas acometidas por
neoplasias mamarias. O objetivo do mesmo é classificar o paciente em grupos por
grau de aparente extensao da doenca, com base no tamanho da lesdo primaria (T),
disseminacéao para linfonodos regionais (N) e presenca de metastases distantes (M)
(Tabela 1) (CASSALI et al., 2014). O estadiamento do paciente deve ser realizado
antes do inicio da terapia. Desta forma, analisa-se a fase de evolug¢édo tumoral e a

capacidade de progresséo do tumor, tanto no sitio primario quanto a distancia (Tabela
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2). Chang et al. (2005) demonstraram que o uso do sistema TNM fornece informacdes
relativas ao progndéstico e sobrevida de cadelas acometidas por carcinomas
mamarios, sendo que, casos mais avancados da doencga, apresentam prognosticos

menos favoraveis que os casos mais iniciais, segundo o sistema indicado.

Tabela 1 - Descricao do sistema TNM

Sistema TNM

Tamanho

Tx O tumor primério ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidéncia de tumor primario

T1 Tumor confinado no sitio primario

T2 Invasdo dos tecidos adjacentes pelo tumor

T3 Tumor com mais de 4cm em sua maior dimensao

Linfonodos regionais

NXx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos

N1 Envolvimento de linfonodo regional

N2 Envolvimento de linfonodo distante

Metastases distantes

Mx | A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO | Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase no mesmo 6rgdo ou cavidade acometida pelo tumor
primario
M2 | Metéstase a distancia
Fonte: adaptada de CASSALI et al. (2014).

Tabela 2 - Estadiamento dos tumores mamarios caninos.

Estadiamento tumoral Apresentacdo do tumor
I T1, NO, MO
Il T2, NO, MO
"l T3, NO, MO
\Y] Qualquer T, N1, MO
\ Qualquer T, Qualquer N, M1

Fonte: OWEN (1980).

O diagnostico completo da NMC deve incluir avaliacdo hematoldgica e
bioguimica sérica, avaliacéo citolégica de aspirado por agulha fina da neoplasia e dos
linfonodos regionais (quando aumentados de volume), e, para pesquisa de metastase,
técnicas de imagem como radiografia toracica e ultrassonografia abdominal (LANA et
al., 2007; SLEECKX et al., 2011). A histopatologia é imprescindivel para o diagnéstico

definitivo e classificacdo do tumor e, se multiplos nédulos estdo presentes em um



18

mesmo animal, eles devem ser avaliados individualmente (MISDORP, 2002;
SORENMO, 2003; SORENMO et al., 2009). A histopatologia também auxilia na
obtencdo do prognostico do paciente ja que a classificagdo histopatolégica assim
como a graduacdo destas neoformacdes € bastante variavel e intimamente
correlacionada ao prognéstico (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Fatores progndsticos podem ser caracteristicas biolégicas, clinicas ou
patolégicas das neoplasias que permitem predizer a evolugdo e sobrevida dos
pacientes caninos acometidos, além de determinar a necessidade de terapia
adjuvante ao procedimento cirargico. Diversos sdo os fatores prognaosticos utilizados
em medicina veterinaria para auxiliar na determinacao da malignidade dos diferentes
tipos de neoplasias mamarias. Estes fatores podem ser representados pela
determinagao do tamanho do tumor; “status” do linfonodo sentinela; tipo e graduagao
histopatoldgica; e por marcadores moleculares como receptores hormonais,
marcadores do indice de proliferacdo celular (Ki67), receptor do fator de crescimento
epidermal humano do tipo-2 (HER-2), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e marcadores de angiogénese tumoral (CASSALI et al., 2014).

2.2 Drenagem linfatica e linfonodo sentinela

O sistema linfatico € responsavel pela homeostasia do organismo sendo
responsavel pela drenagem de plasma que extravasa dos capilares sanguineos até o
espaco intersticial, retornando-os a circulacdo sanguinea (RAHMAN; MOHAMMED,
2015). Devido as caracteristicas intrinsecas dos vasos linfaticos, como fluxo lento e
alta permeabilidade, a disseminacdo de células tumorais € facilitada por esta via
guando comparada aos vasos sanguineos, o que faz o estudo deste sistema téao
importante em oncologia (RAHMAN; MOHAMMED, 2015).

A drenagem linfatica é feita através dos linfonodos, que funcionam como filtros
para substancias nocivas que sao transportadas pelos vasos linfaticos (REESE et al.,
2011). Nas glandulas mamaéarias de cadelas, o linfonodo axilar drena as trés glandulas
craniais ipsilaterais, ja o linfonodo inguinal superficial, que também recebe a
denominacéo linfonodo mamario, drena as duas glandulas caudais ipsilaterais
(REESE et al., 2011). Este linfonodo € palpavel na base da glandula maméria inguinal
(Figura 1) (REESE et al., 2011).
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Existe comunicacdo entre as glandulas mamarias de cadelas através da
drenagem linfatica. Desta maneira, é possivel salientar que devido a comunicagao
entre os vasos linfaticos, a disseminacdo de células tumorais entre um complexo
mamario e outro e até mesmo entre as cadeias mamarias é facilitada (REESE et al.,
2011). Mas ainda existem discussdes sobre a dire¢cdo da drenagem e comunicacdes
linfaticas entre as glandulas mamarias dos canideos, decorrentes de alteracdes
anatdmicas que impossibilitam o estabelecimento de um padréo de drenagem para a
espécie (BESERRA, 2014).

Figura 1 — Drenagem linfatica das glandulas mamarias caninas

o

1- Linfonodo axilar; 2- Linfonodo inguinal superficial; T1 — Glandula mamaria toracica cranial; T2 -

Glandula mamaria toracica caudal; Al - Glandula mamaria abdominal cranial; A2 - Glandula mamaria
abdominal caudal; | - Glandula maméria inguinal.
Fonte: adaptada de PINTO (2009).

Apesar do conhecimento dos linfossomos mamarios, sitios regionais de
drenagem linfatica, inUmeros estudos tém revelado que a presenca de tumores pode
alterar significativamente a drenagem linfatica da mama, uma vez que animais
portadores de neoplasias mamarias passam por uma reconfiguracao linfatica, que se

deve, em grande parte, a presenca de fatores pro-linfangiogénicos no sitio tumoral
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(BESERRA, 2014; MATOS et al., 2012; PATSIKAS et al., 2006; SORENMO et al.,
2011; SUAMI et al., 2013). Por este fato, torna-se dificil estabelecer quais linfonodos
e mamas devem ser removidos durante o procedimento cirdrgico de mastectomia e a
ressecc¢ao cirargica aleatdria pode nao ser eficiente para prevencao de metéstases.

O linfonodo sentinela (LS) é o primeiro linfonodo em uma cadeia linfatica
regional a receber a linfa de um tumor primario, portanto, sera o primeiro a conter uma
metastase e sua biopsia revela com precisao o “status” nodal. Assim, se na biopsia
do linfonodo sentinela (BLS) nédo forem encontradas células tumorais, o restante da
cadeia nodal também sera negativo, indicando ndo haver metastase linfatica
(KELLEY; HANSEN; MCMASTERS, 2004; SAKORAFAS; PEROS, 2007).

Técnicas para ajudar a localizar qual é o linfonodo sentinela em uma cadeia
mamaria sdo descritas e a técnica da coloracdo do mesmo com corante Azul Patente
(AP) tem sido utilizada em mulheres e, mais recentemente, em cadelas; porém ainda
€ uma técnica muito pouco utilizada na rotina cirargica de animais de companhia
(PINHEIRO et al.,, 2003; SAKORAFAS; PEROS, 2007). A excisdo da neoplasia
mamaria seguida da excisdo do(s) linfonodo(s) sentinela (s) faz-se util por diminuir as
complicacBes intra e pos-operatérias das mastectomias tradicionais, assim como
permitir o diagnostico precoce de micrometastases pela histopatologia (GIULIANO et
al., 2011).

O linfonodo sentinela da neoplasia maméria € o primeiro sitio de metastase do
tumor e a identificacdo de metastases no LS € importante como fator prognéstico visto
gue a metastase nodal é fator preditivo de recorréncia e sobrevida em mulheres
(RAHMAN; MOHAMMED, 2015). Em cadelas, a correlacdo do “status” nodal do LS

com prognéstico e sobrevida ainda nédo foi bem estabelecida.

2.3 Angiogénese tumoral

Angiogénese tumoral resulta na formacdo de uma rede de novos vasos
essencial para o crescimento e nutricdo da neoplasia, que é incapaz de crescer sem
a ocorréncia deste evento (CARMELIET; JAIN, 2000). Além disso, a angiogénese
tumoral também é essencial como via de metastase (BERGERS; BENJAMIN, 2003).
Para que esse evento ocorra, Sdo necessarias diferentes sinalizagdes, como estresse
metabdlico (hipoxia, hipoglicemia, etc.), estresse mecéanico (compressao), mutacao

genética e resposta imune/inflamatoria com a liberacao de fatores pré-angiogénicos e
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citocinas, além da diferenciacéo e proliferacdo de células progenitoras endoteliais
(CARMELIET; JAIN, 2000; WANG et al., 2017). A angiogénese € um evento
balanceado, portanto, por fatores angiogénicos e ndo angiogénicos, que controlam e
permitem o crescimento de novos vasos (Figura 2) (HLATKY; HAHNFELDT,
FOLKMAN, 2002).

A quantificacdo da angiogénese pode ajudar a predizer como a neoplasia ira
progredir e sua resposta ao tratamento (GASPARINI; BIGANZOLI; BONOLDI, 2001,
MARSON et al., 2001). A neoplasia mamaria invasiva ou in situ expressa diversos
fatores angiogénicos, incluindo o VEGF, que € uma glicoproteina produzida por
células normais e neoplasicas e importante regulador de angiogénese fisiolégica e
patologica, sendo detectado em todos os estagios tumorais (COLLEONI et al., 2002;
GIOVANINI et al., 2010; YAMASHITA-KASHIMA et al., 2012). A expresséao tecidual
de VEGF nas neoplasias mamarias malignas é aumentada e esta relacionada com
pior prognastico e menor sobrevida em pacientes humanos (RODRIGUES et al., 2012;
YAMASHITA-KASHIMA et al., 2012).

Outra forma de avaliar a angiogénese tumoral é pela deteccdo de
cicloxigenase-2 (COX-2), uma enzima que controla a converséo de acido araquidonico
a prostaglandina H2 (DUBOIS et al., 1998). Foi demonstrada forte correlacdo entre
expressdo de COX-2 e VEGF em neoplasias mamarias caninas, além da relacdo de
COX-2 e angiogénese tumoral (QUEIROGA et al., 2011). Além disso, a maior
expressdo de COX-2 tecidual esta relacionada a um comportamento tumoral mais
agressivo (QUEIROGA et al., 2011). A expressao de COX-2 foi relacionada também
com metastases em linfonodos regionais de tumores de mama primarios de cadelas
(ARAUJO et al., 2016).

A quantificacdo de alguns aspectos da vasculatura tumoral como a densidade
microvascular (DMV) visa avaliar a eficicia da terapia antiangiogénica (ARNES et al.,
2012). A DMV revela o grau da atividade angiogénica da neoplasia, o que pode ser
usado como um marcador da eficacia dos agentes antiangiogénicos e também elege
0S pacientes que sao candidatos a terapia antiangiogénica (BIESAGA et al., 2012,
HLATKY; HAHNFELDT; FOLKMAN, 2002). A mensuracdo da DMV pode ser
inversamente proporcional ao tempo de sobrevida de pacientes com neoplasias
mamarias (MARTIN et al., 1997). Além disso, estudos pré-clinicos confirmaram que a
angiogénese possui um papel central na carcionogénese do tumor de mama e no seu

potencial metastético, pois a DMV é conhecida por ser preditiva de micrometastases
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na medula 6ssea, recorréncia e sobrevivéncia; estabelecendo a angiogenése como

um potencial alvo terapéutico para tumores de mama (MACKEY et al., 2012).

Figura 2 — A densidade microvascular reflete a distancia intercapilar. Este esquema de
uma seccao de tumor com dois vasos, ilustra a distancia intercapilar (indicada pela seta
amarela). Assim, a densidade microvascular, € influenciada por fatores angiogénicos e

néo angiogénicos.

Influéncias Nao
Angiogénicas

Influéncias
Angiogénicas

Estimuladores O2/Taxa de consumo de

ex. FGF nutrientes
VEGF
TGF-B
Inibidores Limiar de privagao para

e.x. Trombospondina inicio da necrose

Angiostatina
Endostatina

FGF = Fator de crescimento de fibroblastos; VEGF = Fator de crescimento endotelial vascular; TGF-3
= fator de crescimento transformador; Oz = Oxigénio.
Fonte: adaptada de HLATKY; HAHNFELDT; FOLKMAN (2002).

2.4 Linfangiogénese tumoral

Outro aspecto importante no desenvolvimento de neoplasias € a
linfangiogénese, visto que o crescimento de novos vasos linfaticos, assim como de
NOvVOoS vasos sanguineos, € essencial para o crescimento, invasdo e metastase
tumoral (SLEECKX et al.,, 2014b). Em humanos, a linfangiogénese é um fator
prognéstico em potencial para as neoplasias mamarias, neoplasias colorretais,
melanoma e cancer da cabeca e pescoco (NIEMIEC et al., 2017). Em especial, para
as neoplasias mamarias, a linfangiogénese possui destaque ja que este tipo de
neoplasia costuma metastatizar via sistema linfatico (CUNNICK et al., 2002).

E caracterizada por ser um processo complexo de interatividade entre fatores
linfangiogénicos que estimulam o crescimento de novos vasos a partir de células
endoteliais e de células endoteliais progenitoras (HU; LUO, 2018). Os vasos linfaticos
(VL) possuem uma heterogeneidade caracterizada por vasos peritumorais (PT) largos

e com ampla luz, que contribuem para a metastase tumoral; enquanto que 0s vasos
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intratumorais (IT) sdo pequenos e colapsados, sendo considerados ndo funcionais
como via de metastase (Figura 3) (HU; LUO, 2018).

Figura 3 - Heterogeneidade dos vasos linfaticos (VLs) associados ao tumor.
Linfangiogénese induzida pelas interagdes entre células tumorais, macrofagos, células
B, células T e matriz extracelular (MEC). A linfangiogénese tumoral ocorre
principalmente via brotamento de células endoteliais linfaticas (CEL) pré-existentes e,
em alguns casos, células endoteliais linfaticas progenitoras (CELP). Além disso, o
aumento dos VLs induzido por tumor e a linfangiogénese no linfonodo (nicho “pré-

metastéatico”) promovem a metastase tumoral.

CELP

CEL pré-existentes
Nicho pré-metastatico

CCL21 o ..CXCL12

>
CXCR4
CCR7

Linfangiogénese tumoral
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Peritumoral H Intratumoral % E
i -
: | & @
= \
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'3293 ’) B e existentes tumoral
aberta | achatada,
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] = ! @
CélulaB Macroéfago MEC

Fonte: adaptada de HUO e LUO (2018).

A linfangiogénese tem sido mensurada de diferentes formas em um tecido,
podendo ser obtida a densidade de vasos linfaticos (DVL). Para obtencdo da DVL e
posterior correlacdo com prognostico, sdo utilizados marcadores especificos de
células endoteliais linfaticas como o receptor do fator de crescimento endotelial
vascular-3 (VEGFR-3), podoplanina, LYVE -1, D2-40 e Prox-1 (ABE et al., 2016;
SLEECKX et al., 2014b). A proteina prox-1 tem mostrado ser o marcador mais

sensivel e especifico da DVL em céaes, ja que o marcador D2-40, mais utilizado como
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marcador de vasos linfaticos em humanos, ndo demonstrou imunorreatividade em
tecidos caninos (SLEECKX et al., 2013).

Na mulher com céancer de mama, a alta contagem na DVL foi fortemente
correlacionada com sobrevida e fatores clinico-patolégicos como metastase em
linfonodo sentinela, invasdo linfovascular por células tumorais, pré-menopausa,
positividade para receptores de estrogeno e pior prognostico (ABE et al.,, 2016;
ZHANG et al.,, 2017). Em uma metanalise sobre vasos linfaticos em neoplasias
mamdarias na mulher foi demonstrado que altos valores de DVL e a presenca de
invasao linfovascular séo os principais fatores prognosticos negativos (ZHANG et al.,
2017).

Em cadelas com neoplasia mamaéaria, Sleeckx et al. (2014b) estudaram a
linfangiogénese e observaram que a maioria dos achados esta de acordo com aqueles
demonstrados em humanos, o que ressalta a importancia dos caninos como modelos
experimentais para a neoplasia em humanos. Porém, ndo foi demonstrada correlacéo
da linfangiogénese com sobrevida na espécie, necessitando-se de mais estudos para
estabelecimento ou ndo dessa correlagdo (SLEECKX et al., 2014b).

2.5 Terapia da neoplasia mamaéaria canina

A terapia para a neoplasia mamaria de cées ainda é um desafio e existem
diversos procedimentos terapéuticos atualmente empregados e com diferentes
resultados, mas que ndo necessariamente levam a cura do paciente. A cirurgia
continua a ser a técnica de escolha para as cadelas com tumores mamarios, com
excecao daquelas com carcinoma inflamatério (MISDORP, 2002). Cadelas com NMC
benignas e 50% das cadelas com NMC maligna serdo curadas apenas com a excisao
cirirgica (STRAW, 2005). Porém, os outros 50% com tumores malignos ja apresentam
micro-metastases no momento do ato cirdrgico, 0 que eventualmente, levara a
paciente a oObito (MISDORP, 2002). Estas pacientes, portanto, poderdo ser
beneficiadas no aumento de sua sobrevida com o0 uso terapias sistémicas como a
guimioterapia adjuvante.

A quimioterapia citotoxica convencional tem como mecanismo de acao destruir
as células tumorais ou inibir sua proliferacdo agindo nas células em mitose
(BROWDER et al., 2000). Browder et al (2000) destacaram o fato de que alguns

quimioterapicos além desses mecanismos de a¢do, também agem por um mecanismo
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secundario por inibicdo da angiogénese tumoral. Os efeitos antiangiogénicos de
alguns quimioterapicos como a ciclofosfamida, podem ser anulados devido aos longos
intervalos de tempo entre os ciclos tradicionais que utilizam a dose maxima toleravel
(DMT) (BROWDER et al., 2000). Além disso, se a toxicidade é esperada, os ciclos de
guimioterapia com DMT requerem um intervalo entre aplicacdes de duracéo suficiente
para permitir que os tecidos normais susceptiveis aos farmacos, como o epitélio
intestinal e a medula 6ssea, se recuperem antes da proxima aplicacdo (MUTSAERS,
2009).

A quimioterapia com uso de DMT, por uma perspectiva antiangiogénica, possui
como um ponto negativo o fato de que o intervalo de tempo entre os ciclos permite ao
componente endotelial do tumor uma oportunidade de reparo a alguns dos danos
provocados pela antiangiogénese do quimioterapico (KLEMENT et al.,, 2000;
MUTSAERS, 2009).

Uma estratégia para otimizar os efeitos antiangiogénicos da quimioterapia € a
utilizacdo continua de alguns farmacos em um esquema de administracao frequente
e em doses muito mais baixas do que as DMTSs, retirando-se os longos intervalos entre
ciclos (BROWDER et al., 2000). Este conceito de tratamento tem sido referido como
guimioterapia continua em baixa dose, quimioterapia antiangiogénica ou
qguimioterapia metronémica (QM) (MUTSAERS, 2009).

A quimioterapia metrondmica controla a resisténcia aos quimioterapicos, exibe
sinergismo quando combinada com agentes antiangiogénicos e controla o
crescimento tumoral, por inibicdo das células endoteliais e das células progenitoras
endoteliais circulantes (BERTOLINI; PAUL; MANCUSO, 2003; BILLER, 2014).

Em humanos, a QM tem sido mais utilizada nos ultimos 10 anos para
tratamento de tumores de mama, de préstata, de ovario, mielomas mudltiplos e
melanomas (HARPER; BLACKWOOD, 2017). Dessa forma, o baixo-custo, a
comodidade e os aceitaveis efeitos adversos destes protocolos, a faz atrativa para
uso veterinario (CHAN et al., 2016; MUTSAERS, 2009). Apesar disso, a literatura traz
poucos resultados com o uso da QM em medicina veterinaria, sendo a maior parte
dos estudos em sarcomas de tecidos moles (BURTON et al., 2011; CANCEDDA et
al., 2016; ELMSLIE et al., 2008). Em relacdo as neoplasias mamarias caninas, foi
demonstrado efeito pro-apoptotico apds tratamento com quimioterapia metronémica,
sugerindo um efeito benéfico da terapia (MENDES et al., 2016). Ainda em cadelas

com tumores de mama, o tratamento pés-cirdrgico concomitante com QM e talidomida



26

demonstrou maior sobrevida quando comparado aos animais tratados somente com
cirurgia (CAMPOS et al., 2018).

Em relacdo aos efeitos da terapéutica oncoldgica na inibicdo da
linfangiogénese, foi levantada a hip6tese de que a inibicdo dos fatores que estimulam
a linfangiogénese, como o VEGF, pode auxiliar na reducédo da invasédo de células
tumorais em vasos linfaticos e que mais estudos sobre a terapia alvo
antilinfangiogénica podem beneficiar o tratamento oncolégico (STACKER; ACHEN,
2008).
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3 OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos da quimioterapia metrondmica na angiogénese e
linfangiogénese de neoplasias malignas de glandula mamaria de cadelas;

Estabelecer o significado clinico-patolégico da densidade de vasos linfaticos
nas neoplasias mamarias caninas, correlacionando-a com outros fatores

prognosticos;

Objetivos Especificos

Avaliar a eficacia da terapia, através de acompanhamento clinico das cadelas
durante a mesma;

Pesquisar a relevancia dos linfonodos sentinelas em neoplasias mamarias
malignas de cadelas através da técnica da biopsia do linfonodo sentinela;
Comparar as neoplasias tratadas somente com mastectomia e neoplasias
tratadas com quimioterapia metronbmica e mastectomia; em relacdo a
densidade microvascular, densidade de vasos linfaticos, expressao de VEGF
tecidual, expressdo de COX-2 tecidual, indice de proliferacéo celular (Ki67) e

indice apoptatico (caspase-3) de células tumorais.
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4 HIPOTESES

e Aangiogénese e a linfangiogénese tumoral sdo importantes para o crescimento
e progressao tumoral,

e A guimioterapia metrondmica possui capacidade de diminuir a angiogénese e
a linfangiogénese tumoral em tumores de mama caninos;

e Pesquisar o “status” do linfonodo sentinela na neoplasia maméria € de suma
importancia para estabelecimento de terapia e prognastico;

¢ A densidade de vasos linfaticos pode ser correlacionada com aspectos clinico-

patologicos e aos fatores progndsticos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

A execucdo desta pesquisa foi aprovada pela CEUA (Comissdo de Etica no
Uso de Animais) da Unesp, campus Aracatuba/SP sob o processo FOA n® 00722-
2016.

Foram utilizadas quarenta (n=40) cadelas com neoplasias mamarias malignas
previamente diagnosticadas por punc¢éo aspirativa por agulha fina e analise citolégica
(SOLANO-GALLEGO; MASSERDOTTI, 2016). A avaliacao clinico-laboratorial desses
animais foi baseada em hemograma completo, bioquimica sérica (ureia, creatinina,
ALT, fosfatase alcalina, proteina total, aloumina e calcio), radiografias toracicas e
ultrassonografia abdominal. Todos os animais foram estadiados clinicamente pelo
sistema TNM de estadiamento clinico para tumores mamarios caninos (OWEN, 1980)
(Tabela 2). Foram excluidas desta pesquisa cadelas com doenca renal cronica,
doenca hepatica, endocrinopatias, portadoras de carcinoma inflamatério mamario e
que foram tratadas com quimioterapia e/ou anti-inflamatérios (esteroidais ou nao

esteroidais) nos ultimos sessenta (60) dias.

5.2 Caracteristicas clinicas

Foram pesquisados os fatores predisponentes as neoplasias e as
caracteristicas tumorais das pacientes portadoras de NMC. A pesquisa incluiu a
resenha, anamnese completa e exame fisico especifico das glandulas mamarias,
conforme ficha clinica de tumores de mama em cadelas (Apéndice A), que contempla
o histérico reprodutivo das cadelas, como realizacdo de OSH, uso de
anticoncepcionais e ocorréncia de pseudociese prévia a neoplasia. Como
caracteristicas tumorais, foram compiladas as informac¢fes quanto ao tempo de
crescimento da neoplasia, sendo este considerado lento (>6 meses) ou rapido (<6
meses); aderéncia da neoplasia na musculatura; e tamanho (<3cm ou =3cm), para o

maior nddulo, em casos de multiplos nédulos na cadeia mamaria.

5.3 Grupos
Os animais portadores de neoplasia mamaria foram divididos em dois grupos.

O grupo mastectomia (GM) (n=20) foi submetido ao tratamento cirargico, consistindo
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em mastectomia em cadeia unilateral ou bilateral. O grupo quimioterapia (GQ) (n=20)
foi submetida a quimioterapia metrondmica seguida do mesmo tratamento cirargico
do GM. As cirurgias ocorreram de 1 a 7 dias ap6s o fim da quimioterapia. As cadelas
do grupo GQ passaram por reavaliacdo clinica semanal durante a quimioterapia,
incluindo mensuracdo da(s) neoplasia(s) por paquimetro digital e avaliacao
hematolégica e bioquimica semanal. Um terceiro grupo controle (GC, n= 8) foi
composto por cadeias bilaterais de glandulas mamarias removidas durante exame
necroscopico, no setor de Patologia Animal da FMVA — UNESP/SP e no setor de
Patologia Animal do UniSalesiano — Aracatuba/SP, de cadelas adultas submetidas a
eutanasia por diferentes causas, porém sem sinais de neoplasia mamaria ou de

qualquer alteracdo macroscopica nas glandulas mamarias.

5.4 Quimioterapia metronomica (QM)

No GQ foi realizada quimioterapia metrondmica com ciclofosfamida na dose
15mg/m? (BURTON et al., 2011) por via oral, uma vez ao dia associada ao piroxicam
na dose 0.3mg/kg por via oral, uma vez ao dia (ELMSLIE et al., 2008). Os animais
foram também medicados com o protetor de mucosa gastrica omeprazol 0,7mg/kg por
via oral, uma vez ao dia. A QM teve duracéo total de 28 dias. A toxicidade aos
quimioterapicos foi graduada de acordo com os Critérios de Comum Terminologia
para Efeitos Adversos do Grupo de Oncologia Veterinaria (VCOG, 2016), onde altos

escores implicaram em uma pior qualidade de vida.

5.5 Cirurgia

Para a realizacdo do procedimento cirargico, todas as cadelas dos GM e GQ
foram submetidas a anestesia geral inalatéria, apos prévia medicacao pré-anestésica
e analgesia. O tratamento cirdrgico consistiu em mastectomia unilateral ou bilateral
padréo para ressecgédo cirirgica das mamas, nodulos e linfonodos, segundo técnica
descrita por MacPhail (2014). No pos-operatério imediato, as cadelas foram
monitoradas até completa recuperacao e estabilizacdo dos parametros vitais. Como
medicagdo poés-operatoria, as cadelas receberam amoxicilina com clavulanato de
potassio na dose de 20mg/kg, por via oral, a cada 12 horas, durante 10 dias; cloridrato
de tramadol na dose de 4mg/kg, por via oral, a cada 8 horas, durante 5 dias; dipirona

25mg/kg, por via oral, a cada 8 horas, durante 5 dias; e meloxicam 0,1mg/kg por via
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oral, a cada 24 horas, durante 3 dias. Receberam, ainda, ranitidina 2mg/kg, por via

oral, a cada 12 horas, durante 10 dias, como protetor de mucosa gastrica.

5.6 Técnica da biépsia do linfonodo sentinela (BLS)

A deteccao e ressecc¢ao do linfonodo sentinela para posterior avaliagao do seu
“status” nodal foi realizada pela técnica da BLS. Imediatamente antes do procedimento
cirdrgico, mas com 0s animais ja sob anestesia geral, foram palpadas e localizadas
as neoplasias maméarias e, no caso de multiplas mamas acometidas por tumores, a
técnica da bidépsia do linfonodo sentinela foi aplicada ao tumor de maior diametro.
Apods antissepsia com clorexidina degermante e clorexidina alcodlico, o tumor
selecionado foi virtualmente dividido em quatro quadrantes iguais. Seguiu-se a
inoculacao na regido peri-tumoral, de cada quadrante, um quarto do volume total de
Azul Patente V 2,5% (Guerbert®) considerado para cada neoformacdo mamaria.

A dose estabelecida do corante foi de 2 mg/Kg de Azul Patente 2,5% por via
intradérmica (BESERRA, 2014; PINHEIRO et al.,, 2003). Apds 10 minutos, foi
observada a migracéo do contraste pela via linfatica. As vias de drenagem linfatica de
cada tumor foram identificadas por inspecédo visual da pele, caracterizadas por
marcacao azulada dos vasos linfaticos superficiais. Seguindo-se o trajeto linfatico, foi
identificado o sitio anatbmico “drenante” correspondente a localizagdo do(s)
linfonodo(s) sentinela(s). O sitio marcado foi submetido, entéo, a incisdo simples e
identificacdo direta do LS marcado em azul, seguida de linfoadenectomia. Na
sequéncia, foi realizada mastectomia. No caso de o LS ser um linfonodo inguinal, este

foi removido em conjunto com a mastectomia em um Unico ato cirurgico.

5.7 Histopatologia

As neoplasias mamarias, assim como os tecidos mamarios sem alteracdes
macroscopicas, foram clivadas e fixadas em formol tamponado e processadas
segundo os métodos de inclusdo em parafina. Os linfonodos regionais e o linfonodo
sentinela foram cortados, segundo método para deteccdo de micrometastases
preconizado por Weaver (2010). Na sequéncia, foram feitos cortes de 4um de
espessura, sendo, entdo, corados com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968) e
examinados ao microscopio de luz. As neoplasias mamarias foram classificadas e

graduadas segundo Cassali et al. (2014), sendo os carcinomas os de interesse na
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pesquisa. Pela histopatologia, foram avaliados e comparados 0s grupos quanto a

classificacédo e graduacao histologica.

5.8 Imuno-histoquimica

5.8.1 COX-2, VEGF, Ki67 e Caspase-3

As reacfes de imuno-histoquimica empregadas seguiram o protocolo do
Laboratério de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA), Unesp de Aracatuba e foram
realizadas neste mesmo estabelecimento.

Foi realizada imuno-histoquimica para a expressdo de COX-2, VEGF, Ki67 e
Caspase-3 nos tecidos mamarios neoplasicos, previamente fixados em formol
tamponado a 10% e incluidos em parafina. Para todas as reacdes de imuno-
histoquimica, foi utilizado o sistema de deteccdo polimero HRP EnVision™ FLEX
(Dako Denmark, Glostruo, Dinamarca), segundo as recomendacodes do fabricante.

Para deteccdo de COX-2, foi utilizado o anticorpo monoclonal clone CX-294. O
namero de células positivas para COX-2, assim como a intensidade de marcacao, foi
avaliado por escore, segundo descrito por Lavalle et al. (2009). Para imunomarcacéo
de VEGF tecidual, foi utilizado o anticorpo anti-VEGFA (clone VG-1) e graduacao do
mesmo, segundo Maae et al. (2011). Para obtencdo do indice apoptético (IA), as
células tumorais em apoptose foram detectadas através de imunomarcacgao usando o
anticorpo anti-caspase-3 conforme preconizado por Lipponen (1999). A detecc¢éo do
indice de proliferacdo (IP) das células neoplasicas foi realizada pelo anticorpo anti-
Ki67 segundo Dowsett et al. (2011).

5.8.2 Densidade microvascular (DMV)

Os grupos mastectomia e quimioterapia passaram por avaliagdo da DMV.
Inicialmente, realizou-se imuno-histoquimica usando anticorpo monoclonal anti-CD31
(Clone JC70A), aplicando-se o0 mesmo sistema de deteccé&o comercial anteriormente

citado. Apés, a DMV foi obtida segundo célculo descrito por Martin et al. (1997).
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5.8.3 Densidade de vasos linfaticos (DVL)

A DVL dos tecidos maméarios de todos os grupos foi obtida apos
imunomarcag¢do com o anticorpo monoclonal de coelho anti-prox-1, segundo técnica
e célculo descritos por Sleeckx et al. (2014b). Para os grupos GM e GQ, foi obtida a
DVL intratumoral (IT), peritumoral (PT) e total. Para o GC, a DVL obtida foi a total,

devido a auséncia de tecido neoplasico.

5.8.4 Metéastase nodal
As metastases nodais dos carcinomas mamarios foram detectadas por

imunomarcacao com citoqueratina com o anticorpo AE1/AE3. O sumario de todas as

reagdes imuno-histoquimicas esté descrito na Tabela 3.

Tabela 3- Sumério dos protocolos imuno-histoquimicos

Con_tr_ole Células alvo Ac Primério Diluigcao Recu_pgrqgao
positivo antigénica
CD31 Hemangiossarcoma Células Monoclonal de 1:20 Tampéo Citrato
endoteliais camundongo pH 6.0 (micro-
sanguineas JC70 (Abcam) ondas)
Prox-1 Linfonodo Células Monoclonal de 1:500 Tampéao Tris-
endoteliais coelho (Abcam) Edta Tween 20
linfaticas pH 9.0 (panela
de pressao)
Ki67 Linfonodo Células em Policlonal de 1:100 Tampao Citrato
proliferagéo coelho (Abcam) pH 6.0 (panela
de pressao)
VEGFA Hemangiossarcoma Células Monoclonal de 1:150 Tampdo Citrato
neoplasicas, camundongo pH 6.0 (micro-
células VG-1 (Abcam) ondas)
endoteliais?
Caspase-3 Tonsila Células em Policlonal de 1:50 Tampéao Tris-
apoptose coelho (Abcam) Edta Tween 20
pH 9.0 (micro-
ondas)
COX-2 Pneumonia Células Monoclonal de 1:80 Tampao Citrato
granulomatosa neoplasicas camundongo pH 6.0 (micro-
CX-294 (Dako) ondas)
Citoqueratina Carcinoma Células Monoclonal de 1:300 Tampao Citrato
mamario epiteliais camundongo pH 6.0 (micro-
metastaticas AE1/AE3 (Dako) ondas)

Imarcacao também de macréfagos.
Fonte: elaborada pela Autora.
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5.9 Acompanhamento e sobrevida

Os animais pertencentes aos grupos GM e GQ foram acompanhados
clinicamente por um periodo de 4 anos, sendo realizadas reavaliacbes a cada 6
meses, incluindo exames de imagem (radiografia toracica e ultrassonografia
abdominal) para pesquisa de metastase, sendo documentadas as causas de Obito. As
curvas das sobrevidas totais dos animais foram obtidas e comparadas entre o0s
grupos. Os Obitos de causa desconhecida ou ndo relacionados ao tumor foram

ocultados da analise.

5.10 Analise estatistica

Para analise da DMV e IP entre os grupos utilizou-se o teste t de Student para
amostras paramétricas. Foi utilizado o teste Mann-Whitney para amostras nao
paramétricas para andlise do IA entre os grupos. A relacdo da DVL (IT e PT) das
mamas com neoplasias mamarias do grupo mastectomia com os parametros clinico-
patolégicos foi realizada para as variaveis ndo paramétricas com o teste Mann-
Whitney e para as variaveis paramétricas com o teste t de Student. A correlacéo da
DVL (IT e PT) entre os grupos (GC, GM e GQ) foi realizada com o teste Kruskal-Wallis.
As correlagbes da DVL (IT e PT) com a DMV, IP, IA, escore de COX-2 e sobrevida
foram testadas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman, assim como as
correlagdes DMV com IP, escore de COX-2 e grau de VEGF. As curvas de analise
das sobrevidas totais dos grupos GM e GQ foram obtidas utilizando o método Kaplan—
Meier e comparadas pelo teste log-rank (Mantel-Cox). Todas as analises estatisticas
foram realizadas no programa Graphpad Prism versao 6.0. com nivel de significancia
p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas

A idade média das fémeas participantes do estudo foi 9,6 anos ((+2,40) e as
sem raca definida foram as mais prevalentes no estudo (31,5%), seguidas da raca
Poodle (18,4%). As caracteristicas tumorais foram diversas sendo que 75,7% das
neoplasias eram pedunculadas e apenas 24,3% aderidas; 57.9% possuiam diametro
inferior a 3.0cm, 10.5% entre 3.0 e 5.0cm e 31.6% maiores que 5.0cm.

Em relacdo as variaveis que predispdem a ocorréncia de neoplasia mamaria,
51.35% das cadelas tinham histérico de pseudociese, 24.3% tinham historico de terem
recebido anticoncepcionais para inibicdo do estro e 83.8% das cadelas ndo eram
ovario-histerectomizadas.

A maioria das NMC apresentou crescimento lento (76,3%) e, os demais,
histérico de crescimento rapido, conforme referido pelo tutor durante anamnese.
Sobre o estadiamento clinico TNM, 40% das cadelas estavam no estadio |, 8% estadio

I, 27.5% estadio lll, 21.5% estadio IV e 3% estadio V com metastase pulmonar.

6.2 Efeitos adversos da quimioterapia metronémica

Os efeitos adversos observados durante o periodo de tratamento com QM,
estdo representados na Tabela 4. Nota-se a auséncia de efeitos colaterais de escore
2 a 5 e a presenca frequente de émese escore 1 que perdurava em torno de 3 dias

apos o inicio da terapia com resolucdo espontanea, sem intervencao terapéutica.

6.3 Aplicabilidade e sensibilidade da técnica de biopsia de linfonodo

sentinela

A técnica foi aplicada em 20 animais no total, sendo 10 animais de cada grupo
do estudo. Nos animais em que foi preconizada a realizacéo da técnica da biopsia do
linfonodo sentinela (Figura 4A e 4B), foi observado que em 88,8% dos casos, 0s
linfonodos sentinelas foram identificados de forma nitida por estarem corados em azul,
associado a evidente marcacdo de todo o trajeto da drenagem linfatica
correspondente (Figura 5A). Em apenas 1 caso (11,1%) nao foi identificado o

linfonodo sentinela apos a aplicacéo peritumoral do corante AP.
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Tabela 4- Alteragdes clinicas e laboratoriais referentes a toxicidade observada nos

pacientes do Grupo Quimioterapia

Toxicidade 0 1 2 3 4 5
Emese 8 12 0 0 0 0
Diarreia 18 2 0 0 0 0
Alopecia 18 2 0 0 0 0
Leucopenia 17 3 0 0 0 0
Uremia 19 1 0 0 0 0
Elevagao ALT 19 0 1* 0 0 0
Elevacédo FA 19 1* 0 0 0 0
Trombocitopenia 19 1 0 0 0 0

0: ndo ocorreu; 1: minimos efeitos, sem necessidade de interven¢éo; 2: moderados
efeitos, com interveng¢do nao invasiva; 3: severos efeitos, com necessidade de
hospitalizagéo; 4: risco de vida; 5: morte devido ao efeito adverso.

* tratamento com silimarina (30mg/kg), via oral, uma vez ao dia durante 60 dias.

Fonte: elaborada pela Autora.

Figura 4 — Técnica da biopsia do linfonodo sentinela. (A) — Aplicagéo intradérmica do

corante azul patente V (2,5%) com agulha hipodérmica. (B) — Nota-se que a leséo foi

dividida subjetivamente em quatro quadrantes para aplicacdo do corante.
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Os linfonodos marcados pelo corante foram, em sua maioria, os linfonodos
inguinais superficiais e profundos bilaterais, independentemente de ser a cadeia
mamadria direita ou esquerda afetada pela neoplasia (77,7%) (Figura 5B). Nestes
casos, todas as neoplasias localizavam-se nas mamas abdominais ou inguinais direita
ou esquerda. Em um caso, 0 carcinoma encontrava-se na mama toracica cranial,
sendo identificada marcacao do linfonodo axilar ipsilateral e, em um caso de neoplasia
em mama inguinal, foram identificados, além dos linfonodos inguinais, também o
linfonodo popliteo ipsilateral, como sentinelas.

N&o foram observadas reacfes adversas pela aplicacdo do corante AP em
qualquer caso. Em todos os animais foi observada a excrecao renal e gastrintestinal
do corante dentro de um periodo que variou de 1 a 3 dias de pés-operatdrio imediato,
0 gque provocou caracteristica coloragdo azulada das fezes e urina durante o periodo

supracitado.

Figura 5 — Técnica da bidpsia do linfonodo sentinela. (A) — Visualizacdo dos vasos
linfaticos demarcados pelo corante azul patente V indicando alocaliza¢ao do linfonodo
sentinela na regido axilar esquerda. (B) — Evidenciacdo de marcacdao bilateral de vasos

linfaticos pelo corante aplicado em uma neoplasia em mama inguinal esquerda

(asterisco), indicando a area drenante pelos linfonodos sentinelas.

Fonte: elaborada pela Autora.
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6.4 Histopatologia

A totalidade das neoplasias mamarias foi diagnosticada como maligna, sendo
a maioria (52.6%, n=22) classificada como carcinomas tubulares. As demais
obtiveram classificacdo diversa, sendo 15.8% carcinoma papilar invasivo; 13.2%
carcinoma em tumor misto; 5.3% carcinoma complexo; 5.3% carcinoma de células
escamosas; e 0s carcinomas lobular, sélido e micropapilar obtiveram 2.6% de
representatividade cada (Figura 6). Os tumores classificados histologicamente
(CASSALI et al., 2014) no grau | foram os mais frequentes (50%), seguidos dos
tumores de grau Il (39.5%) e os de grau Il (10.5%).

Figura 6 — Fotomicroscopia das neoplasias mamaérias (20x, HE). (A) — Carcinoma
mamario tubular de grau I. (B) — Carcinoma papilar invasivo de grau I. (C) — Carcinoma

mamario de células escamosas de grau lll caracterizado por alto pleomorfismo,

moderado indice mitdtico e queratinocitos atipicos. (D) — Linfonodo sentinela de

Fonte: elaborada pela Autora.
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6.5 Imuno-histoquimica

No que se refere aos aspectos angiogénicos das neoplasias, ndo houve
correlagdo estatistica entre DMV e VEGF, assim como ndo houve correlagdo
estatistica entre DMV e indice de proliferacdo celular (Ki67) (Figura 7). Foi observada
correlacao estatistica entre a DMV e o escore de marcacao para COX-2, somente do
grupo tratado com quimioterapia, sendo que quanto maior o escore de COX-2, maior
a DMV (p=0,03). N&o foi observada correlagdo estatistica entre escore de COX-2 e
VEGF; e entre COX-2 e graduacdo histopatologica. No grupo tratado com
quimioterapia (GQ) houve reducéo significativa (p=0,01) na DMV quando comparado
ao grupo mastectomia (Figura 8). Ainda no GQ, houve aumento no indice apoptético
em comparacgao com o GM (p=0,04) (Figura 8).

Figura 7 — Fotomicroscopia das reagdes imuno-histoquimicas (DAB/Hematoxilina). (A)
—Imunomarcacdao positiva para CD31 evidenciando microvasos em carcinomamamario
(40x). (B) — Carcinoma mamaério com grau |l de imunomarcacgao para VEGF (40x). (C) —
Células neopléasicas em proliferacdo apresentando marcagéo nuclear por Ki67 (20x). (D)
— Carcinoma mamario com alto escore de imunomarcacédo para COX-2 (40x).

N m AN NG L e % )t “

Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 8 — Diferenca entre densidade microvascular (DMV) e indice apoptético (IA) dos
carcinomas mamarios entre os grupos. (A) — Observa-se diferenca (p<0,05) na DMV
entre 0s grupos, teste T de Student. (B) — IA com diferenca estatistica entre os grupos,
teste Mann-Whitney (p<0,05).
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A DVL apresentou diferenca estatistica tanto intratumoral (p=0,0002) quanto
peritumoral (p=0,0007) em relacdo ao grupo controle, porém sem diferenca entre os
grupos mastectomia e quimioterapia, considerando-se p<0,05 (Figuras 9 e 10). A DVL
se manteve maior no grupo controle, com média de 9,0+£3,53microvasos/campo 400x.
A média da DVL intratumoral no grupo mastectomia foi de
2,31+2,20microvasos/campo 400x e a da DVL peritumoral no mesmo grupo foi de
4,23+1,85microvasos/campo 400x. No grupo quimioterapia, a média da DVL
intratumoral foi de 2,11+1,00microvasos/campo 400x e da DVL peritumoral foi de
4,49+1,26microvasos/campo 400x.

No que tange a linfangiogénese, houve correlacdo (p=0,01) entre aDVL IT e 0
IP (Ki67) (Figura 11), ndo havendo a mesma correlacdo entre DVL PT e DVL total.
N&o houve correlacdo da DVL (IT e PT) com a DMV (CD31); com o indice apoptotico;
com escore de COX-2; e com sobrevida. Houve associagéo (p=0,04) entre a DVL IT
e Total e a graduacgdo do VEGF n&o havendo a mesma associacdo em relagéo a DVL
PT. Da mesma maneira, houve associacéo (p=0,04) entre a DVL IT e a metastase em
linfonodo sentinela, ndo havendo a mesma associacdo com DVL PT e Total. As
associaclfes entre as variaveis clinico-patolégicas e as DVLs (IT e PT) do grupo

mastectomia estdo descriminadas na Tabela 5.
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Figura 9 — Correlacéo entre as Densidades de Vasos Linfaticos (DVL) entre os grupos.
(A) — Correlacao entre a DVL intratumoral (IT) entre os grupos. (B) — Correlacao entre a

DVL peritumoral (PT) entre os grupos. Teste Kruskal-Wallis (p<0,01).
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Fonte: elaborada pela Autora.

Em relacdo & imunomarcacgéo da metastase nodal em linfonodo sentinela para
0 anticorpo anti-citoqueratina, 23.7% (n=9) dos animais apresentaram positividade.
Os carcinomas papilares invasivos e os tubulares foram os que apresentaram maior
positividade para metastase nodal, representando 33.3% cada, seguidos do
carcinoma de células escamosas (22.2%). Dos carcinomas de células escamosas
incluidos na pesquisa, 100% apresentaram metastase nodal, assim como para o
carcinoma solido. Ja para os carcinomas papilares invasivos pesquisados, 50%
destes apresentaram metastase nodal e, em apenas 15% dos carcinomas tubulares,
foram detectadas metastases nodais. Com relacdo a graduacao histopatoldgica, a
maioria dos animais com metastase nodal apresentou carcinomas de grau Il (56%),

sendo os de grau | e Ill representados por 22% cada.
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Tabela 5 — Associacao entre DVL (IT e PT) e as variaveis clinico-patolégicas para as

neoplasias mamaéarias do grupo mastectomia

Caracteristica Numero DVLIT * DVL PT* | Valor de | Valor de
p (IT) p (PT)
Pseudociese
Sim 10 1,75(0-7,2) | 3,7+2,0 0,77 0,23
Nao 10 1,8 (0-8,2) 4,7+ 1,5
Anticoncepcional
Sim 7 1,4 (0-8,2) 4,1+2.7 0,63 0,86
Nao 13 1,9 (0-7,2) 4,2+1,3
Aderéncia
Sim 4 1,5 (0-1,8) 3,5+2,0 0,26 0,46
Nao 16 2,0 (0-8,2) 4,3+1,8
Tamanho
<3cm 12 2,0 (0-7,2) 4,34+1,9 0,73 0,75
>3cm 8 1,8 (0-8,2) 4,05+1,8
Grau histolégico
I 11 2,0 (0-8,2) 4,4+2,0 0,16 0,3
Il 9 1,5 (0-3,8) 3,9+1,5
Metéastase linfonodo
Sim 5 1,2 (0-1,8) 4,8+1,1 0,03 0,23
Nao 15 2,1 (0-8,2) 4,0+2,0
Escore de COX-2
Baixo 7 1,8 (0-3,8) | 3,6 (0-3,8) 0,98 0,53
Alto 13 1,8 (0-8,2) | 4,3(0-8,2)
Grau de VEGF
lell 8 3,2+2,7 4,4+0,87 0,04 0,16
1 12 1,3+0,84 3,4+£1,7

* Mediana (min-max) - Teste Mann-Whitney para variaveis ndo paramétricas (p<0,05).

Média + desvio padréo - Teste-t para variaveis paramétricas (p<0,05).

Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 10 - Fotomicroscopia evidenciando endotélio de vasos linfaticos
imunomarcados pelo anticorpo anti-Prox-1. (A) - Tecido mamario canino normal, com
células endoteliais imunomarcadas (asteriscos), IHQ (20x, DAB/Hematoxilina). (B) -
Carcinoma mamario canino, evidenciando vasos linfaticos intratumorais

imunomarcados (asterisco) IHQ (40x DAB/Hematoxilina).
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Fonte: elaborada pela Autora.

Figura 11 — Correlacéo positiva (p=0,01) entre a Densidade de Vasos Linfaticos (DVL)
intratumoral (IT) e o indice de Proliferacéo (IP) detectado por imunomarcac&o com Ki67.
Teste de correlagéo de Spearman (p<0,05).
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Fonte: elaborada pela Autora.
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6.6 Sobrevida total

A sobrevida total do grupo previamente tratado com quimioterapia foi em média
de 1098 dias, sendo esta significativamente maior quando comparada ao grupo
tratado somente com mastectomia (830 dias) (p=0,01; Figura 12). Os 6bitos foram

relacionados as metastases pulmonares, hepaticas e 0sseas.

Figura 12 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida total do grupo tratado com
guimioterapia associada a mastectomia (GQ) versus grupo tratado somente com
mastectomia (GM). O tempo médio de sobrevida do GQ foi significativamente maior

guando comparado ao GM (p=0,01).
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Fonte: elaborada pela Autora.
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7 DISCUSSAO

As neoplasias maméarias em cadelas possuem diferentes caracteristicas no que
se remete aos fatores predisponentes, assim como seu padrdo de celularidade,
microambiente, agressividade e prognostico. Nos pacientes que compuseram esta
pesquisa, os fatores de risco estudados corroboraram os da literatura, como a idade
de acometimento mais frequente entre 0s 9 anos e 0 excesso de exposi¢do hormonal
nas cadelas ndo ovariectomizadas e que receberam anticoncepcionais (OLIVEIRA,
2003; SALVADOR, 2014). A idade é considerada um fator de risco no
desenvolvimento de neoplasia mamaria canina, somado a obesidade, raca,
estimulacdo hormonal e dieta (SORENMO et al., 2011). De forma similar, os achados
clinicos mais frequentes também condizem com a literatura, como a predominancia
de neoplasias mdultiplas; maior acometimento das mamas abdominais caudais e
inguinais; maioria ndo aderida e com diametro menor que 3cm (SORENMO et al.,
2011; CASSALI et al., 2014).

A técnica de biopsia do linfonodo sentinela, descrita por Pinheiro et al. (2003),
possui como principal vantagem a marcacdo e identificacdo da drenagem linfatica
tumoral. Nesta pesquisa, em nenhum caso houve efeitos colaterais ou reagdes
alérgicas apresentadas pelos animais durante a aplicacdo do AP ou mesmo no pos-
cirdrgico. Em mulheres, em 1 a 1,5% dos casos foi observado algum tipo de reacao
e, quando acometidas, responderam com excelentes resultados a corticoterapia
(MARANHAO et al., 2014; RODRIGUES, 2010; SHINZATO et al., 2006). A aplicacdo
da técnica da BLS nao foi eficaz em apenas um paciente, diagnosticado com
carcinoma solido. Neste, especificamente, ndo houve migracdo do corante pelos
vasos linfaticos até atingir os linfonodos. Supfe-se que a ndo marcacéao é decorrente
do tipo histolégico da neoplasia, uma vez que a mesma apresenta comportamento
biol6gico agressivo.

Notou-se que, apesar da escolha de um Unico nddulo para aplicacdo da técnica
de marcacdo nodal, em sua maioria (77,7%), atingia os linfonodos bilaterais,
independentemente do lado da cadeia mamaria acometido pela neoplasia. Este
achado ressalta a necessidade de se preconizar a mastectomia bilateral como
terapéutica nos casos em que ndo haja prévia aplicacdo do corante, j& que 0s

linfonodos sentinelas podem estar posicionados tanto ipsilaterais quanto
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contralaterais aos carcinomas mamarios, corroborando a literatura consultada
(MATOS et. al., 2012; PATSIKAS et al., 2006; SUAMI et al., 2003). Chamou a atencao,
nesta pesquisa, a marcagao de linfonodos sentinelas que usualmente ndo sé&o
excisados na técnica de mastectomia bilateral preconizada por MacPhail (2014). Em
um caso, houve marcacao do linfonodo axilar ipsilateral e, em outro, a marcacéao do
linfonodo popliteo ipsilateral. Este fato destaca a importancia da utilizacéo da técnica
de BLS em medicina veterinaria, assim como ja € usual em medicina humana, ja que
somente com essa abordagem é possivel localizar, com precisdo, o sitio dos
linfonodos drenantes da neoplasia que devem ser excisados para o esvaziamento
linfatico correto durante a cirurgia oncolégica. A metastase em linfonodo sentinela,
segundo Sorenmo (2003), € um importante fator prognéstico para neoplasias
mamarias, j& que animais com esse padrdo metastatico apresentam menor sobrevida.
Dada essa importancia, ressalta-se a necessidade da precisdo na localizacdo do
linfonodo sentinela.

A classificacdo histopatoldégica e a graduacdo da neoplasia, sdo fatores
prognaosticos importantes. Alguns tipos histolégicos de neoplasias mamarias caninas
requerem terapia adicional a excisdo cirlrgica, como o carcinoma anaplasico, o
carcinoma mamario de células escamosas, 0 carcinoma micropapilar e o carcinoma
sélido, pois estes apresentam o0s piores prognoésticos (MISDORP et al., 2002;
CASSALI et al., 2014). Nos casos incluidos nesta pesquisa, foi observado que os
carcinomas papilares, os carcinomas de células escamosas e o carcinoma solido
apresentavam metéstase nodal com maior representatividade, o que corrobora a
literatura no aspecto da individual agressividade pertinente aos tumores, conforme a
classificacdo histopatologica (CASSALI et al.,, 2014). A maioria dos animais com
metastase nodal apresentou carcinomas de graduacéo Il (56%), o que ndo coincide
com a literatura, que destaca os mais agressivos sendo os de grau lll (CASSALI et al.,
2014). Isso pode ser explicado pelo baixo nimero de carcinomas de grau lll incluidos
nesta pesquisa, assim como a menor prevaléncia dos carcinomas de grau lll
(SLEECKX et al., 2014b).

A quimioterapia metrondmica é uma terapia amplamente utilizada em medicina
e vem ganhando espaco em medicina veterinaria para algumas neoplasias
especificas. E uma terapia considerada segura e com poucos efeitos colaterais. Neste
estudo ndo houveram efeitos adversos importantes durante a terapia, sendo que esta

foi realizada por um curto periodo de tempo. Harper e Blackwood (2017) relataram,
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como principal efeito adverso, decorrente do uso de ciclofosfamida, a cistite
hemorragica estéril (CHE), que se desenvolveu em 25% dos cées entre 7 a 686 dias
(média de 110 dias) do inicio da terapia, considerada uma toxicidade maior do que a
observada por outros autores (GAETA et al., 2014). Em outro estudo, 32% dos céaes
desenvolveram CHE apds um tempo médio de tratamento com ciclofosfamida de
127.5 dias, porém a dose utilizada do medicamento foi de 25mg/m? em dias
alternados, dose esta maior do que a preconizada pela maioria dos autores
(MATSUYAMA; WOODS; MUTSAERS, 2017).

A QM possui um importante efeito antiangiogénico ja estabelecido para
diferentes neoplasias caninas, incluindo as do tecido mamario, o que foi novamente
demonstrado neste estudo pela diferenca da densidade microvascular entre os GM e
GQ (ELMSLIE et al., 2008; BURTON et al.,, 2011; MENDES, 2014). Assim como
observado neste estudo, outros pesquisadores também nédo observaram correlagcéo
entre DMV e VEGF, demonstrando que a expressdo de fatores angiogénicos pela
neoplasia, como o VEGF, variam amplamente, além dessa expressdo poder ser
alterada com a evolugéo tumoral (HLATKY; HAHNFELDT; FOLKMAN, 2002).

De forma similar a associacdo da DMV com a COX-2 foi observada somente
no grupo tratado com quimioterapia, em que altos escores de COX-2 foram
associados com altas DMV, o que sugere um papel da COX-2 na angiogénese tumoral
assim como resultados obtidos por Queiroga et al. (2011). O mesmo nao foi observado
no GM no qual, altas DMVs foram observadas nas neoplasias com baixo escore de
COX-2. Esta auséncia de correlacao pode ser explicada pela diferenca na expressao
de COX-2 nos diferentes tipos histolégicos e celulares das neoplasias, sendo que
células de origem mesenquimal demonstraram fraca ou auséncia de expressado de
COX-2, diferentemente das células epiteliais, corroborando com Queiroga et al.
(2011). Ainda nesta pesquisa, nao foi observada correlacdo da COX-2 com graduacao
histologica, VEGF e DVL. Queiroga et al. (2011) detectaram correlagdo da COX-2 com
VEGF, reforcando seu papel na angiogénese tumoral, além de demonstrar correlacéo
da COX-2 com alto indice mitdtico. No cancer de mama na mulher, foi observada
correlacao significativa entre linfangiogénese e a expressao de COX-2 e VEGF, sendo
gue o mesmo nao foi observado no presente estudo (ZHANG et al., 2008).

Este foi o primeiro trabalho a avaliar os efeitos da quimioterapia metronémica
em vasos linfaticos de neoplasias mamarias caninas, nao sendo observados efeitos

significativos. Apesar de a literatura acreditar em possiveis efeitos antilinfangiogénicos
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de terapias, ainda ndo existem farmacos aprovados para estudos pré-clinicos em
humanos para avaliar tal eficacia (HU; LUO, 2018). Mais pesquisas devem ser
realizadas visando avaliar os efeitos da QM em células endoteliais linfaticas em
proliferagdo nos casos de neoplasias.

Como efeito benéfico da QM foi observado que no GQ houve aumento no indice
apoptotico (IA) das células neoplasicas quando comparado ao GM, demonstrando
aumento da morte celular destas células quando empregada a terapia
antiangiogénica. A literatura descreve que a combinagdo nos indices de proliferacao
celular e apoptose pode proporcionar perspectiva mais realista do comportamento da
neoplasia, sendo o IA um provavel fator prognostico (OESTERREICH et al., 2003).
Lipponem (1999) correlacionou, no cancer de mama na mulher, o IA com o diametro
da neoplasia, grau histologico e indice de proliferagdo celular. Neste estudo, o IA ndo
se correlacionou com DMV e nem com DVL, demonstrando que este indice ndo esta
associado com angiogénese ou linfangiogénese, mas pode ser empregado como fator
prognostico assim como para avaliacao da eficacia de terapias.

Embora ndo se tenha observado efeito na reducdo na DVL nas neoplasias
tratadas, a QM foi utilizada com sucesso e com baixa incidéncia de efeitos colaterais,
demonstrando ser uma ferramenta terapéutica importante e segura em oncologia
veterinaria. Destaca-se, neste estudo, um importante efeito da quimioterapia
metrondmica no aumento da sobrevida dos animais do GQ que apresentou uma
sobrevida média de 1098 dias, quando comparado ao grupo tratado somente com
mastectomia com sobrevida média de 830 dias. Resultados similares também foram
obtidos por Campos et al. (2018) quando houve associacdo da QM com mastectomia.

No presente estudo, as DVL IT e PT, ndo mostrou associagdo com
pseudociese, uso de anticoncepcional, aderéncia da neoplasia, tamanho do tumor e
grau histoldgico, havendo, apenas, associacdo da DVL IT com metastase nodal, grau
de VEGF e IP (Ki67). Diferente de Abe et al. (2016), que estudaram o significado da
DVL em tumores de mama na mulher, a DVL tanto IT quanto PT ndo mostraram
relacdo com as observacgdes clinico-patologicas nas neoplasias mamarias caninas.
Segundo Abe et al. (2016), que avaliaram o total da DVL, nao discriminando a DVL IT
e PT, houve relacdo da DVL com o “status” de menopausa, o tamanho do tumor,
metastase nodal, “status” para o receptor de estrégeno e com a invasao de células
tumorais em vasos linfaticos e sanguineos. No mesmo estudo, ndo houve relacéo

entre a DVL com o grau histoldgico, com o “status” para o receptor de progesterona e
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com HER-2 (receptor do fator de crescimento epidermal humano do tipo 2) (ABE et
al., 2016). Neste trabalho, nado foi realizada a correlacdo entre a DVL e a invaséo de
vasos linfaticos e sanguineos por células tumorais, devido ao baixo numero
encontrado destas variaveis.

A DVL pode ser extremamente diferente no ambiente intratumoral e peritumoral
devido a intensa heterogeneidade da linfangiogénese. Assim, a localizac&do dos vasos
linfaticos na neoplasia pode determinar sua fungdo no microambiente tumoral. Foi
demonstrado que alta DVL e invasdo tumoral linfatica podem ser indicadores
prognoésticos negativos em tumores de mama na mulher, mas sem distincdo da
localizac&o dos vasos linfaticos (ZHANG et al., 2017). As células tumorais tendem a
preferir os vasos linfaticos peritumorais, do que os intratumorais, como rota de
metéstase, 0 que pode estar relacionado as caracteristicas histolégicas destes vasos
(HU; LUO, 2018). Com 0 mesmo principio, a inibicdo dos vasos linfaticos peritumorais
€ mais eficaz na inibicdo da progressdo da doenca do que a inibicdo dos vasos
linfaticos intratumorais (HU; LUO, 2018).

Em relacdo a distribuicdo da DVL neste estudo, foi observado que em 100%
dos casos foram detectados vasos linfaticos peritumorais e que em 89,6% dos casos
foram detectados vasos linfaticos intratumorais demonstrando uma melhor marcacéo
imuno-histoquimica observada por Sleeckx et al. (2014b) que utilizaram o mesmo
anticorpo Prox-1. A maioria dos estudos que falharam na deteccao da DVL IT utilizou
outros anticorpos como o LYVE-1 ou D2-40, sendo que este Ultimo ndo demonstrou
imunorreatividade com tecidos mamarios caninos (VAN DER AUWERA et al., 2005;
SLEECKX et al., 2013). As diferencas na deteccdo de DVL podem ser explicadas,
ainda, pela heterogeneidade na natureza dos tumores estudados. De uma forma
geral, neste estudo, corroborando os relatos de Sleeckx et al. (2014b), a DVL foi
superior na periferia do tumor do que intratumoral, o que requer atencdo dos
pesquisadores no emprego de farmacos que possam provocar esta inibicdo, ja que
essa parece ser a via preferencial de metastase das neoplasias. Ainda similar aos
achados de Sleeckx et al. (2014b), a DVL foi significativamente maior nos tecidos
mamarios normais do que nos tecidos neoplasicos. Essa diferenca pode demonstrar
gue a DVL isolada ndo necessariamente implica em linfangiogénese ativa e que a
associacado da DVL com indice de proliferacédo das células endoteliais pode ser mais
significativa na determinagéo da linfangiogénese ativa (VAN DER AUWERA et al.,
2005; SLEECKX et al., 2014b).
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A metastase nodal se correlacionou com a DVL IT de forma oposta ao
esperado, sendo que, quanto menor a DVL IT, maior a frequéncia de metastase nodal
e vice-versa oposto ao encontrado por Abe et al. (2016). Quando a associacao é feita
com a DVL PT ou DVL total, ndo ha relacdo com metastase nodal. Este achado pode
estar relacionado ao baixo nUmero de animais com metastase nodal nesta pesquisa
ou, memo pode indicar uma possivel rota de metastase nao linfatica nas neoplasias
estudadas. Em 2018, Hu e Luo descrevem que a linfangiogénese tumoral, apesar de
ser um importante fator prognéstico para pacientes com carcinomas, hem sempre
possui relacdo com metastase nodal. Isso pode ser devido aos vasos linfaticos
colapsarem e se tornarem afuncionais durante a progressao tumoral, além do maior
papel dos vasos linfaticos peritumorais nas rotas de metastase (HU; LUO, 2018).

A familia dos marcadores moleculares VEGF apresenta um papel importante
na angiogénese e linfangiogénese tumoral, sendo que o VEGF-A e o VEGF-C séo
amplamente encontrados nos tecidos tumorais e, usualmente, se correlacionam com
metastase tumoral (NICOSIA, 1998; KARKKAINEN; PETROVA, 2000). Foi
demonstrado também que a subfamilia VEGF-A é um fator mais especifico para
angiogénese tumoral, enquanto o VEGF-C é mais especifico para linfangiogénese
(DVORAK et al., 1995; JELTSCH et al., 1997). Outros estudos demonstraram que
ambos VEGF-A e VEGF-C atuam tanto na angiogénese como na linfangiogénese
tumoral (RAHMAN; MOHAMMED, 2015).

No presente estudo, foi demonstrado que o VEGF-A possui relagdo com DVL
intratumoral e total, pois em tumores com VEGF que apresentaram alta intensidade
de marcacédo (grau lll) foi encontrada menor DVL quando comparado aos tumores
com VEGF de intensidade de marcacao graus | e Il. Isso pode ser explicado pela maior
afinidade desta subfamilia com a inducédo de angiogénese tumoral e pelo reduzido
namero de tumores com graduacéo | e Il de VEGF na presente pesquisa. Alguns
autores indicam que certos tumores podem ser desprovidos de sistema linfatico, assim
como podem destruir linfaticos com seu crescimento, o que poderia justificar a menor
DVL em tumores com VEGF grau lll, ou seja, considerados mais agressivos
(RAHMAN; MOHAMMED, 2015). Outros estudos em tumores de mama na mulher
demonstraram resultados contraditorios em relacdo a expressdo de VEGF e os
principais aspectos de linfangiogénese (CURRIE et al.,, 2004; WATANABE et al.,
2005). De qualquer maneira, as correlagdes com VEGF podem sofrer influéncias da
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agressividade da neoplasia, tamanho na neoplasia, microambiente e influéncia de
outros fatores linfangiogénicos.

Neta pesquisa, houve forte correlacdo entre indice de proliferacéo celular e a
DVL IT, demonstrando que esta Ultima pode ter maior significado prognéstico quando
comparada a DVL peritumoral ou total, como também se correlacionar com maior
proliferacéo celular. O Ki67 € um marcador molecular de indice de proliferacao celular
mais especifico do que o indice mitético para as neoplasias, sendo um marcador
amplamente utilizado como fator progndstico (PENA et al., 1998; ZUCCARI et al.,
2008). Quanto maior o IP, pior o progndstico, maior risco de metastase e menor
sobrevida total em cadelas (PENA et al., 1998; ZUCCARI et al., 2008).
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8 CONCLUSOES

A quimioterapia metronémica preconizada neste estudo reduziu a densidade
microvascular e aumentou o indice apoptético das células tumorais, porém nao
interferiu na densidade de vasos linfaticos, mas pode ter influéncia nas células
endoteliais linfaticas em proliferacdo nas neoplasias mamarias. Foi demonstrado, no
presente estudo, que a densidade de vasos linfaticos intratumoral pode ser um
potencial fator prognostico para as neoplasias mamarias caninas assim como alvo de
terapias. A forte correlacdo da DVL intratumoral com proliferacdo celular sugere
importante papel na progressdo tumoral por aumentar a linfangiogénese. Dessa
forma, presume-se que a quimioterapia metrondémica possui importante efeito
antiangiogénico, além de aumentar a sobrevida dos animais tratados, sendo uma

ferramenta na terapéutica oncoldgica.
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APENDICE A - FICHA DE TUMORES DE MAMA EM CADELAS

Nome: Data:
Raca: Sexo:
Peso: Idade:

Proprietario:

Endereco:

Telefone/e-mail:

) FORMULARIO GERAL DE AVALIACAO

1. Ciclo Estral: ( )Regular ( )lrregular ( )Nao apresenta ( )NSI
2. N° de Gestacdes: ( )Ausente ( )Uma ( )Outros valores: ( )NSI
3. Pseudogestacdo: ( )Sim (Frequéncia: ) () Nao

4. Abortos: ( )Sim ( )Néo

5. Castracédo: ( )Sim (Data: ) ( )Nao

( )Eletiva ( )Pseudociese ( )Tumorde mama ( )Cesariana ( )Piometra ( )NSI
6. AlteracBes Uterinas (secrecao)/Quando?: ( )Sim ( )Nao

7. Cruzamentos sem prenhez: ( )Sim ( )Nao

8. Uso de hormaénios: ( )Anticoncepcionais ( )Abortivos ( )N&o

(Tipo: )  (Frequéncia: )

9. Efeitos colaterais (pds-horménio): ( )Sim ( )Nao

10. Tumores prévios: ( )Sim ( )Mama ( )Outros

(Localizagéo: ) (Evolugéo: )
(Cirurgia: ) (Recidivas: )

11. Tipo de Dieta: ( )Caseira ( )Ragéo ( )Outros

12. Tipo de Agua: ( )Mineral ( )Torneira ( )Poco Artesiano

13. Outras Observacoes:

*NSI: ndo sabe informar

64



)  FICHA DE AVALIAGAO CLINICA

1. Histdrico do animal/Evolucao:
2. Diametro Maximo do(s) Tumor(es):

( )Menor que 3cm ( )3-5cm ( )Maior que 5cm

65

( )Outros:

Descri¢do/Localizagao:

o

E(/

o 0 @ 0

“r
o
Lo
<
O

o

3. Invaséo de ganglios linfaticos a palpacao:

( )Nao evidente ( )Evidente. Onde?

Confirmada com resultado histo ou citopatolégico: ( )Sim ( )Nao
4. Metéstases a Distancia:

( )Ausente ( )Presente. Onde?

5. Crescimento Tumoral:

( )Lento — Tempo aproximado: ( )Réapido — Tempo aproximado:

6. Ulceragéo:

( )Ausente ( )Presente. Onde? Tempo aproximado:

7. Presente de contaminacéo: ( )Sim ( )Nao

8. Quanto a infiltracdo de nddulo (s): ( )Pedunculado
Onde:

)Aderido



1) SISTEMA TNM (TUMOR/NODULO/METASTASE)

T: didmetro maximo do tumor
T1: < 3cm de diametro
To: 3-5cm de diametro
Ta: > 5cm de diametro

N: envolvimento de linfonodos regionais

No: auséncia de metéstases (cito ou histopatoldgico)
Ni: presenca de metastases (cito ou histopatol6gico)

M: presenca de metéastases a distancia

Mo: auséncia de metastases

Mi: presenca de metastases a distancia

ESTADIO T N M

I T: No Mo
Il T No Mo
" Ts No Mo
v Qualquer N1 Mo
Y Qualquer Qualquer M1

ESTADIO:
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