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RESUMO

MIRANDA, Jéssica Lelis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2019. Expressao de alfa-b cristalina em tumores
mamarios caninos e sua relagdo com angiogénese. Orientador:
Fabricio Luciani Valente.

Tumores mamarios sao as neoplasias mais frequentes em cadelas, sendo
que em até 90% dos casos correspondem a processos malignos. A
retirada cirurgica com margens € o tratamento mais eficaz para tal
enfermidade, porém na maior parte dos casos podem ocorrer recidivas e
metastases. Mesmo com indicagdes clinicas, como tamanho da massa e
velocidade de evolugdo, a histopatologia ainda € o método determinante
para classificacdo de malignidade. A alfa-b cristalina (CRYAB) é membro
da familia de proteinas de choque térmico e sua relacdo com a
oncogénese vem sendo estudada recentemente, vinculada principalmente
com a evolucdo da doenca. O objetivo deste trabalho é avaliar a
expressdo de CRYAB em tumores mamarios caninos e correlacionar os
achados com a angiogénese. Para isso, foram coletados dados de 31
animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Vigosa, realizados exames ultrassonograficos em modo B e Doppler para
avaliagdo das massas, remogao cirurgica e avaliagcdo microscopica das
neoplasias, classificando-as. Cortes histologicos também foram utilizados
para reacdo de imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpos anti-VEGF e
anti-CRYAB, analisados de acordo com a quantidade de células
marcadas e a intensidade da marcacao. As variaveis qualitativas foram
analisadas por teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher,
conforme o caso. A comparagdo das variaveis ultrassonograficas, do
tumor e da avaliacdo microscépica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, teste t de Student, Kruskal-Wallis
ou Mann-Whitney. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Houve correlagdo entre dados clinicos dos animais (faixa etaria, porte,

uso de anticoncepcionais, castracdo, gestagdes prévias, estadiamento



clinico), dados do tumor (malignidade, pleomorfismo, formagao tubular,
numero de mitoses, graduacgdo histolégica), dados ultrassonograficos
(ecotextura, indice de resistividade, velocidades média, maxima e minima)
e da IHQ (quantidade e intensidade de VEGF e CRYAB, além da
marcagao de macrofagos). A expressdo de CRYAB esta relacionada com
dados clinicos e ultrassonograficos, além da expressdao de VEGF e

angiogénese.



ABSTRACT

MIRANDA, Jéssica Lelis, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2019. Expression of alpha-b crystalline in mammary tumors
and its correlation with angiogenesis. Advisor: Fabricio Luciani Valente.

Mammary tumors are the most frequent neoplasias in bitches, and in up to
90% of cases they correspond to malignant processes. Surgical removal
with margins is the most effective treatment for such disease, but in most
cases relapses and metastases may occur. Even with clinical indications,
such as mass size and rate of evolution, histopathology is still the
determining method for malignancy classification. The alpha-b crystalline
(CRYAB) is a member of the family of thermal shock proteins and its
relation with oncogenesis has been studied recently, mainly linked to the
evolution of the disease. The aim of this work is to evaluate the expression
of CRYAB in canine mammary tumors and to correlate the findings with
angiogenesis. For this purpose, data were collected from 31 animals
treated at the Veterinary Hospital of the Federal University of Vigosa,
performing ultrasound examinations in B and Doppler mode for evaluation
of masses, surgical removal and microscopic evaluation of the neoplasms,
classifying them. Histological sections were also used for
immunohistochemistry (IHC) reaction with anti-VEGF and anti-CRYAB
antibodies, analyzed according to the number of labeled cells and the
intensity of labeling. Qualitative variables were analyzed by the chi-square
test or Fisher's exact test, as the case may be. The comparison of
ultrasound, tumor and microscopic evaluation was performed by analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey's test, Student's t-test, Kruskal-
Wallis or Mann-Whitney test. Values of p <0.05 were considered
significant. There was a correlation between the clinical data of the
animals (age range, size, contraceptive use, castration, previous
pregnancies, clinical staging), tumor data (malignancy, pleomorphism,
tubular formation, number of mitoses, histological grade), ultrasonographic

data, index of resistivity, mean, maximum and minimum velocities) and of



IHC (quantity and intensity of VEGF and CRYAB, in addition to
macrophage marking). The expression of CRYAB is related to clinical and

ultrasonographic data, as well as the expression of VEGF and

angiogenesis.
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1. INTRODUGAO

Tumores mamarios em caes sao as neoplasias mais comuns
relatadas em fémeas, sendo até 90% correspondentes a processos
malignos. O tratamento de maior eficacia € a remogéo cirurgica das
massas juntamente com o linfonodo, todavia recidivas e metastases sao
comuns (Campos et al., 2012). Achados clinicos como ulceragdo do
tumor, crescimento rapido e dimensdes relativamente grandes sao
compativeis com malignidade, porém a ferramenta diagnostica
confirmativa € o exame histopatolégico, que pode ser associado a
realizagdo de imuno-histoquimica (IHQ) para auxiliar no diagndstico, na
avaliacao de metastases e na determinagao do prognéstico (Goldschmidt
et al., 2017).

Outros exames podem auxiliar a avaliacido de tumores mamarios,
como a radiografia e a ultrassonografia. Esta € um dos exames de
imagem frequentemente utilizado na rotina clinica para detecgao de
metastases e avaliacdo dos tumores de forma ndo invasiva. Diversos
estudos sugerem a utilizagdo dessa ferramenta para predizer o
diagnostico, devido ao baixo custo e facil acesso, entretanto sua
sensibilidade e especificidade tem ampla variagdo, considerando, por
exemplo, o tamanho dos nédulos e a vascularizagcao presente (Feliciano
et al., 2012; Feliciano et al., 2017; Keshavarz et al., 2018).

A alfa-b cristalina (CRYAB) € uma molécula que recentemente
vem sendo correlacionada com o comportamento tumoral, principalmente
em relagdo ao desenvolvimento de metastases e angiogénese em
humanos (Malin et al., 2014). Entretanto, a associagdo da expresséo
dessa proteina e a agressividade dos tumores em medicina veterinaria
ainda n&o é totalmente elucidada.

Assim, considerando que a analise da expressao de CRYAB pode
ter valor progndstico e/ou preditivo, o objetivo deste trabalho é
correlacionar sua expressdo com parametros de malignidade nas

neoplasias mamarias caninas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Neoplasia mamaria

Os tumores da glandula mamaria representam a neoplasia mais
frequente encontrada em cadelas no Brasil, sendo que 60% desses
acontecem em mais de uma mama e aproximadamente 90%
correspondem a lesdes malignas. (Benjamin et al., 1999; Cassali, 2017).
Acometem principalmente fémeas com média de 9 anos de idade e nao
ha predisposicdo racial. Com o aumento da expectativa de vida dos
animais e o controle de doencas infecciosas, tais neoplasias representam
uma das maiores causas de Obito de animais idosos na medicina
veterinaria (Werner e Werner, 2009; Pedroso et al., 2011).

Além de ser uma doencga importante na espécie, os caes sao
considerados bons modelos de estudo das neoplasias mamarias devido a
semelhanga com a enfermidade que ocorre em humanos. Como a
biologia e comportamento dos tumores tém afinidade entre as duas
especies, existem varias associagdes principalmente quando se trata do
progndstico e tratamento dessa doenga (Moe, 2001).

O diagndstico clinico na medicina veterinaria é realizado através
da visualizagdo e palpacdo de nodulos localizados na regidao das
glandulas mamarias, mais comumente em mamas inguinal e abdominal
caudal, devido a maior quantidade de parénquima nessas mamas. O
estadiamento pode ser definido de acordo com o sistema TNM, no qual se
avalia o tamanho do nédulo (T), se ha acometimento de linfonodos
axilares ou inguinais (N) e a deteccao de metastases distantes por
exames de imagem (M) em 6rgdos como pulmdes, bago, adrenais e
encéfalo (Misdorp, 2002) (Tabela 1). Esses parametros ajudam a
determinar a conduta terapéutica e o progndstico do animal (Sorenmo et
al., 2013).



Tabela 1. Estadiamento TNM de tumores de glandula mamaria canina (adaptado de Sorenmo et
al., 2013).

Estagio T N M
I T1(<3cm) NO MO
Il T2 (3-5cm) NO MO
1] T3 (>5cm) NO MO
\Y, T (1,2 0u 3) N1 MO
\Y T(1,2 ou 3) N (Oou1) M1
NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais. MO: Auséncia de metastases distantes.
N1: Metastase em linfonodos regionais. M1: Metastases distantes detectadas.

Atualmente, varios métodos sao utilizados para deteccdo de
metastases, sendo a ultrassonografia e a radiografia os mais comuns. A
ultrassonografia € um método de diagndstico por imagem utilizado para
deteccao de metastases e avaliacdo dos nédulos e, por ser uma técnica
nao invasiva e de custo relativamente baixo, € amplamente utilizada na
rotina clinica, visando a determinagdo de progndstico e a conduta
terapéutica (Blevins, 2002).

Alguns autores relatam o uso do ultrassom em modo B e modo
Doppler na avaliagdo das caracteristicas dos tumores, como
ecogenicidade, margens e vascularizagdo, porém s&0 escassos 0S
trabalhos que correlacionam os achados ultrassonograficos com a analise
histolégica dos tumores mamarios (Nyman et al., 2006; Lana et al., 2007;
Feliciano et al., 2012). Esta ferramenta também pode ser utilizada para
avaliar a evolucao da doenga de acordo com o tratamento quando aliado
a outros parametros (Cartana et al., 2018).

O tratamento cirurgico € o mais efetivo, porém, metastases e
recidivas sdo comuns e diminuem a expectativa de vida do animal
(Campos et al., 2012). Mesmo com sinais clinicos sugestivos de
malignidade, como crescimento rapido, as dimensdes e ulceragdo da
massa, a avaliacdo histopatologica € imprescindivel para classificacao e
graduagao do tumor. Tal classificacdo se da baseada na experiéncia do

patologista, j4 que ha uma variagdo ampla dos tipos histoldégicos que



podem ser encontrados, inclusive na mesma massa (Goldschmidt et al.,

2017; Cassali, 2017) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagao histolégica de nédulos mamarios (Goldschmidt et al., 2011).

Lesoes Nao Neoplasicas

Hiperplasia
Ductal
Lobular

Neoplasias Epiteliais

Epiteliose

Papilomatose

Malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma simples
Tubular
Tubulopapilar
Carcinoma — invasivo
micropapilar
Carcinoma soélido
Carcinoma anaplasico
Carcinoma misto
Comedocarcinoma
Carcinoma em tumor misto

Carcinoma ductal

Neoplasias Mesenquimais

Carcinoma papilar intraductal
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Benignas
Adenoma — simples
Adenoma papilar intraductal
Adenoma ductal
Diferenciacao escamosa
Fibroadenoma
Mioepitelioma

Tumor misto benigno

Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Condrossarcoma

Hemangiossarcoma

Carcinossarcoma

A graduacao das neoplasias € utilizada ndo s6 para determinagao

do progndstico, mas também facilitar a interpretagdo histolégica. Em



conjunto com o diagnostico, torna-se um elemento preditivo para a
biologia desses tumores. A determinagdo do grau da-se pela analise de
trés caracteristicas: formacdo tubular, pleomorfismo celular e a
quantidade de figuras mitéticas em 10 campos de maior aumento (Pena
et al., 2013) (Tabela 3).

Tabela 3. Graduagéo histolégica de tumores mamarios caninos. (Pefia et al., 2013)

Caracteristica Pontuagao

A. Formagao tubular*
> 75% 1
10 - 75%
<10%
B. Pleomorfismo celular
Discreto 1
Moderado
Acentuado
C. Mitoses **
0-9 1
10-19 2
> 20 3

Total (A+B + C) Grau
3-5 I
6-7 Il
8-9 1

* Porcentagem de formacgéao de tubulos.

** Contagem do nimero de mitoses em 10 campos de maior aumento.

A imuno-histoquimica (IHQ), utilizada de forma rotineira na
medicina humana, vem sendo empregada na identificacdo de receptores
e moléculas para auxiliar na classificacdo dos tumores, na detecgao de
metastases e no estabelecimento do progndstico dos animais. Além da
avaliagao da proliferagéo celular, a angiogénese também tem sido alvo de

estudo visando a determinagcdo de fatores prognosticos e preditivos.



Varios marcadores como receptores de estrégeno e progesterona, HER2,
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e ciclooxigenase 2 estao

relacionados com o comportamento tumoral. (Horta et al., 2012).

2.2. Angiogénese tumoral

O microambiente tumoral possui caracteristicas desfavoraveis
para a conservagcdo celular como hipdxia, hipertensdo e acidose
extracelulares, resultantes da formacéo ineficaz de vasos no local, que
promovem uma perfusdo inadequada e heterogénea e dificultam o
sucesso terapéutico (Vaupel, 2004; Carmeliet et al., 2011).

A angiogénese desregulada é provocada pela demanda de
oxigénio e nutrientes pelas células tumorais. De inicio, estas conseguem
se manter por difusdo, porém neoplasias maiores que 2 mm?® tém
necessidade de irrigagcdo sanguinea, fazendo com que haja liberagao de
fatores pré-angiogénicos no local. Com isso, tumores com crescimento
rapido, considerados mais agressivos, geralmente apresentam necrose
central. (Lewis, 1995; Gianni-Barreira et al., 2011).

Os fatores que promovem a formagao de novos vasos sanguineos
em neoplasias sao sintetizados pelas células tumorais juntamente com o
estroma de sustentacao e pelas células do sistema imune. Pode-se citar a
liberacao de fatores como IL-8, IL-10, TNF- a, TGF-B, metaloproteinases,
FGF, VEGF, entre outros. Esses fatores nao sé estimulam a angiogénese,
mas também modulam a resposta das células inflamatdrias no local,
auxiliando na evasao tumoral do sistema imune (Figura 1) (Stockmann et
al., 2014; Ribatti, 2017).
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Figura 1. Microambiente tumoral: sinergia entre células neoplasicas, estromais e inflamatérias (traduzido de
Raffaghello et al., 2014). IL: interleucinas; TFG-f: fator de crescimento tumoral B; CCL: quimiocina; MMP:
metaloproteinases; EGF: fator de crescimento epidérmico; HGF: fator de crescimento de hepatdcitos; FGF:
fator de crescimento de fibroblastos; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; DFS: Fator derivado de
estroma; Ang: angiopoietina; TNF-a: fator de necrose tumoral a.

As células inflamatoérias tem papel importante na progressao
tumoral, ja que ha inibicdo da apresentagdo de antigenos mediada por
células dendriticas, linfocitos T e B, células NK e macrofagos do tipo M1,
fendtipo no qual é bloqueado pela liberagao de citocinas e quimiocinas
anti-inflamatérias (Hanahan e Weinberg, 2011). Alguns tumores podem
ter até 50% de sua massa composta por infiltrado inflamatorio,
predominantemente composto por macréfagos do tipo M2 (Mantovani et
al., 2002).

Os macrofagos vém chamando a atencéo por sua relagcdo com
prognosticos desfavoraveis em diversos tumores em humanos, como
neoplasias de mama, préstata, pulmé&o e alguns linfomas (Lissbrant et al.,
2000; Lee et al., 2002; Mantovani et al., 2002; Marinaccio et al., 2014). O
infiltrado de macréfagos associados ao tumor (TAM), localizado
principalmente em areas de hipdxia, expressa VEGF e MMP-7,
estimulando assim a migracao e proliferagdo de células endoteliais
(Nishizuka et al. 2001).



O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é considerado
o principal fator envolvido na angiogénese e o mais estudado na
oncologia. Sua fungédo consiste em promover a migracao e proliferagao
endotelial, além de aumentar a permeabilidade vascular e inibir a
apoptose de células endoteliais (Gianni-Barreira et al., 2011). E alvo de
varios protocolos de tratamento e suas vias de sinalizagdo sao focos de
diversos trabalhos para melhor entendimento da fisiologia tumoral,
principalmente se tratando de como essa molécula afeta no crescimento e
evolucao das neoplasias (Elaimy e Mercurio, 2018; Wang et al., 2018).

Ja é bem estabelecido que, em tumores malignos, a expresséo de
VEGF é aumentada, resultando na formacdo de vasos tortuosos e
incompletos, sendo considerados mais agressivos e com pior prognostico
(Milanta et al., 2010; Zhang et al., 2015) Entretanto, Gianni-Barreira et al.
(2011) citam que a importdncia maior desse fator ndo € somente sua
concentracdo, mas sua distribuicdo no local e sua influéncia no

microambiente.

2.3. Alfa-b cristalina

Alfa-b cristalina (CRYAB) € um membro da familia de proteinas de
choque térmico e estd relacionada com diversos tipos de tumores em
humanos. E uma chaperona que inibe a caspase-3 e, desse modo, inibe
também a apoptose, além de estar envolvida na arquitetura celular e na
protecao da célula contra estimulos estressores, como radiagao, estresse
oxidativo e hipdxia. Essa molécula, primariamente intracelular, também foi
associada a inibicao da liberacao de citocromo C mitocondrial e previne a
agregacao de proteinas desnaturadas apos exposi¢cdo ao estresse, como
desmina e vimentina (Quinlan, 2002; den Engelsman, 2013; Nagaraj et
al., 2016).

Vérios trabalhos descrevem a associagao entre esta proteina com

cardiomiopatias, miopatias e doengas degenerativas do sistema nervoso,



como Parkinson e Alzheimer (lwaki et al., 1992; Shinohara et al., 1993;
Selcen e Engel, 2003; Maloyan et al.,, 2005). Nagaraj et al. (2016)
mostram que, além do potencial uso terapéutico da CRYAB nestas
doencgas, tendo como caracteristica a redugdo de sua expressido, O
aumento desta pode ser prejudicial ao organismo, como na fibrose
pulmonar, em tumores e outras doencgas relacionadas a angiogénese
(Quinlan, 2002; Arrigo et al., 2012).

Diversos pesquisadores tém encontrado resultados semelhantes
em tumores de origem distinta, consistindo no aumento da expresséo de
CRYAB em neoplasias malignas e na inibicdo de metastases apos
silenciamento génico (Moyano et al., 2006; Boslooper et al., 2008;
Holcakova et al., 2008). Malin et al. (2014) analisaram a expressao de
CRYAB em tumores de mama de mulheres e concluiu tal fato, assim
como van de Schootbrugge et al. (2014) em carcinoma de células
escamosas da cabecga e pescogo. Ambos os trabalhos consideraram que
esse aumento da expressdo de CRYAB esta relacionado com
desenvolvimento de metastases.

A alfa-b cristalina também tem papel na angiogénese, atuando na
modulagcdo do VEGF. Essa molécula protege o VGEF da degradagéao
intracelular e provoca um aumento na secrecao deste fator, contribuindo
para o desenvolvimento de novos vasos (Nahomi et al., 2013). Além
disso, no meio extracelular, tem papel anti-inflamatério, inibindo IL-1aq,
TNF-a e 6xido nitrico e aumentando a concentracio de IL-10 e MMP-8 no
local (Masilamoni, 2005).

A CRYAB tem sido alvo de pesquisa para elaboracao de novos
protocolos terapéuticos na oncologia visando inibir sua expressao,
entretanto supde-se que sua inibicdo direta tenha efeito cardiotéxico.
Alternativas como bloqueio da interacdo de CRYAB e outras moléculas
tém-se mostrado promissoras, porém mais estudos sdo necessarios para

elucidar o comportamento dessa proteina (Fosu-Mensah et al., 2018)
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as
recomendagdes da Legislagdo Brasileira, as resolugdes normativas
editadas pelo Conselho Nacional de Experimentagcdo Animal
(CONCEA/MCTI) através da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica
e as Diretrizes de Pratica da Eutanasia recomendada pelo
CONCEA/MCTI, ap6s apreciacdo e aprovacdo pela Comissdo de Etica
em Uso Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV -
Protocolo 27/2018). Todos os procedimentos foram realizados apos a
assinatura do Termo de Ciéncia e Autorizagcdo e/ou do Termo de
Autorizagao para Coleta de Material Bioldgico pelos tutores dos céaes.

Foram selecionados animais portadores de tumor de mama
atendidos no Hospital Veterinario (HOV) da UFV entre abril e outubro de
2018 e coletadas informagdes das fichas clinicas. Os dados coletados
consistem em idade, raga, peso, administragcao de anticoncepcionais e se
houve castracdo e gestagdes prévias. Quanto ao tumor, as informagdes
relacionadas a localizacdo, dimensdes, acometimento de linfonodos e
deteccdo de metastases distantes (baseado no sistema TNM de
estadiamento clinico descrito por Sorenmo et al., 2013) foram coletadas.

Exames ultrassonograficos simples e modo Doppler foram
realizados no setor de Diagnostico por Imagem do HOV/UFV
imediatamente antes das mastectomias com o equipamento Mylab 30,
Esaote® e transdutor microconvexo multifrequencial (5,0 a 8,0MHz), com
o ajuste da frequéncia realizado de acordo com o tamanho do animal.

Em modo bidimensional (B), a ultrassonografia abdominal total foi
realizada para procura de metastases e as massas localizadas nas
glandulas mamarias foram avaliadas primeiramente para definicao de
ecogenicidade. Em seguida, a avaliagdao dos ndédulos em modo Doppler
foi realizada para analise de sua vascularizacdo e mensuracdo de

velocidades média, maxima (sistélica) e minima (diastolica) do fluxo,
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assim como de indices de resistividade (IR = velocidade do pico sistélico
velocidade diastdlica final / velocidade do pico sistolico) e pulsatilidade (IP
= velocidade de pico sistolico — velocidade diastélica final / velocidade
média).

As mastectomias foram realizadas conforme as normas e rotina
do HOV, sem interferéncia da pesquisa. Apds o procedimento cirurgico,
fragmentos representativos dos noédulos foram fixados em solugéo de
formalina a 10% tamponada, por 24 horas, e processados rotineiramente
por meio de inclusdo em parafina. As laminas foram confeccionadas com
cortes de 4 um de espessura, corados por hematoxilina e eosina e
avaliados a microscopia o6ptica de luz. A classificagado histolégica dos
tumores foi determinada de acordo com Goldschmidt et al. (2011),
conforme a tabela 2.

A imuno-histoquimica foi realizada no Laboratério de Fisiologia do
Departamento de Veterinaria da UFV somente em nodulos que
apresentaram fluxo no exame ultrassonografico em modo Doppler. Como
controle, glandulas mamarias normais retiradas em necropsias de cadelas
sem historico de neoplasias foram utilizadas. Cortes de hemangioma e
coracao de cao foram utilizados como controles positivos para VEGF e
CRYAB, respectivamente. A recuperagao antigénica foi feita com tampao
citrato pH 6,0 a 95° C por 10 minutos (VEGF) e dois ciclos de 5 minutos
(CRYAB). Apos 30 minutos de resfriamento, as laminas foram imersas
trés vezes em agua destilada por dois minutos. Depois, foi utilizado o
bloqueador de peroxidase (EasyLink One — EasyPath®) por 10 minutos,
os cortes foram lavados com agua destilada e incubados com o
bloqueador de proteina (EasyLink One — EasyPath®) por mais dez
minutos em temperatura ambiente. Os anticorpos primarios anti-VEGF
(diluigdo 1:100, NB100-664, Novus Biologicals) e anti-CRYAB (diluicao
1:250, F-10, Santa Cruz Biotechnology) foram incubados por uma hora a
37° C e lavados trés vezes com PBS durante dois minutos cada. Os
cortes foram incubados com o polimero EasyLink One (EasyPath®) por 20

minutos, lavados trés vezes com PBS por dois minutos e incubados por
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cinco minutos com o cromégeno DAB. A contra-coloragdo foi realizada
com hematoxilina; as laminas foram montadas e a avaliacao foi feita de
acordo com a intensidade da marcagdo e quantidade de células
marcadas.

Para a analise estatistica, a comparacdo entre os dados dos
animais, do tumor e da analise histologica foi realizada com o teste de
qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, conforme o caso. A comparagao
das variaveis ultrassonograficas, do tumor e da avaliagao microscopica foi
realizada por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey,
teste t de Student, Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney, caso n&o apresentem
normalidade ou homogeneidade de variancias. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

4. RESULTADOS

Foram coletados dados de 31 cadelas atendidas no HOV/DVT —
UFV com idades entre 4 e 17 anos. Destes, 4,2% (1/31) dos caes foram
diagnosticados com metastases distantes no momento do atendimento,
sendo que todos tinham mais que 13 anos (p < 0,001). Em relagao ao
estadiamento clinico, a maioria dos cades foi classificada em estagios
iniciais (I a Ill), enquanto que 4,2% dos animais estdo no estagio V (p =
0,009). O estagio IV nao foi computado por falta da avaliacdo

microscopica dos linfonodos (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo percentual da presenca de metastase e do estadiamento clinico segundo

faixa etaria.
Idade S7anos 8a12anos 213 anos *p
Metastase < 0,001
Ausente 23,9 55,2 16,7
Presente 0,000 0,000 4,2
Estagio 0,009
I 3,1 10,4 4,2
Il 9,4 22,9 6,3
1] 11,5 21,9 6,3
v 0 0 0
\Y 0 0 4,2

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.

A maioria dos animais de pequeno porte foi classificada como
estagio |, os de médio porte como estagio Ill e os de grande porte como
estagio Il, enquanto que somente 4,2% dos cées no estagio V eram de
grande porte (p < 0,001). Cadelas castradas, em sua maioria, foram
classificadas como estagio lll, enquanto aquelas nao castradas como
estagio Il (p < 0,001). Entretanto, animais com metastases distantes,
classificadas assim como estagio V, passaram anteriormente por
ovariohisterectomia (OSH), de acordo com o histérico (p = 0,03) (Tabela
5).
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Tabela 5. Distribuicdo percentual do porte do animal, castracdo e uso de anticoncepcional

segundo estadiamento clinico.

Estagio | | ]! Vv *p
Porte < 0,001
Pequeno 14,6 12,5 7,3 0
Médio 0 5,2 16,7
Grande 3,1 20,8 15,6 4,2
Castracao < 0,001
Sim 5,2 11,5 3,1 4,2
Nao 12,5 27,0 36,5 0
Anticoncepcional 0,011
Sim 0 7,3 14,6 0
Nao 17,7 31,2 25 4,2
Gestacao < 0,001
0 11,6 21,9 18,8 4,2
1 4,2 0 12,5 0
2 0 11,6 8,3 0
3 2,1 0 0 0
8 0 5,2 0 0

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.

A administragdo de anticoncepcionais (p = 0,011) e o numero de
gestagcbes (p < 0,001) também foram estatisticamente relevantes em
relacdo ao estadiamento, sendo que animais classificados como estagio V
nao receberam nenhum tipo de contraceptivo ou foi gestante até o
momento do diagnadstico.

De 98 tumores avaliados clinicamente, 74 foram retirados por
nodulectomia ou mastectomia. Neste trabalho, 79,7% (59/74) dos tumores
foram diagnosticados como neoplasia maligna, 18,9% (14/74) hiperplasia
mamaria e 1,4% (1/74) como neoplasia benigna. Considerando os
critérios para graduacao histolégica, o pleomorfismo celular moderado é

mais frequente nos animais de 8 a 12 anos (p = 0,02) e em cadelas
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nuliparas, enquanto animais com uma ou mais gestagcbes tém

pleomorfismo moderado a acentuado (p < 0,001) (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo percentual da faixa etaria e do nimero de gestagdes segundo pleomorfismo

celular.

Pleomorfismo  Discreto Moderado Acentuado *p
Faixa Etaria 0,02
< 8 anos 0 5 0
8 a12 anos 5 31,7 13,3
> 13 anos 20 18,3 6,7
Gestacao 0,039
0 0 40,7 16,9
1 0 5,1 8,5
2 5,1 1,7 13,5
3 0 3,3 0
8 0 0 5,1

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.

Observou-se que caes de grande porte tém tumores mais solidos,
ou seja, com menos formacgao tubular, em comparagao com animais de
pequeno e médio porte (p = 0,017). Neoplasias com formacao tubular
entre 10-75% foram mais frequentes em cadelas nuliparas (p = 0,039) e
em animais que nao receberam contraceptivos (p = 0,025). Nestes caes,
0 numero de mitoses foi menor em relacdo aqueles que receberam

anticoncepcionais (p = 0,003) (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo percentual do porte do animal, uso de anticoncepcional e do numero de

gestagdes segundo formacéao tubular.

Formacao tubular > 75% 10 a 75% <10% p
Porte *0,017
Pequeno 3,3 26,7 8,3
Médio 6,7 30 1,7
Grande 0 11,7 11,7
Anticoncepcional **0,025
Sim 51 8,5 6,8
Nao 3,4 61 15,3
Gestacao *0,039
0 1,7 45,8 10,2
1 1,7 10,2 1,7
2 51 51 10,2
3 0 3,4 0
8 0 5 0

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.

**valor de p ao teste exato de Fisher considerando nivel de significancia de 5%.

A ultrassonografia, os nédulos com ecogenicidade heterogénea
foram, em sua maioria, diagnosticados como tumores malignos (p <
0,001), com dimensdes maiores que 3 centimetros (p = 0,006) e

classificados como estagio Il e lll (p = 0,034) (Tabela 8).
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Tabela 8. Distribuicdo percentual da caracteristica de malignidade dos nédulos, tamanho do tumor

e estadiamento clinico segundo a ecogenicidade.

Ecogenicidade Homogénea Heterogénea p
Malignidade **<0,001
Maligno 12,8 72,3
Benigno 12,8 2,1
Tamanho do tumor *0,006
T 19,6 19,6
T2 1,7 33,9
T3 7.1 17,8
Estagio *0,034
I 8,9 7.1
Il 54 39,3
1] 14,3 21,4
V 0 3,6

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.

**valor de p ao teste exato de Fisher considerando nivel de significancia de 5%.
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Figura 2. Imagens ultrassonograficas de neoplasias mamarias caninas. A. Noédulo com ecogenicidade
homogénea em modo B. B. Nédulo com area hiperecogénica (seta) formadora de sombra acustica em modo B.
C. Nédulo com ecogenicidade heterogénea e area anecoica sugestiva de area cistica (seta) em modo Doppler.
D. Nédulo com ecogenicidade heterogénea em modo Doppler.

O fluxo sanguineo foi detectado em 40,8% (40/98) dos nddulos.
As neoplasias que possuiam pleomorfismo discreto apresentaram maior
velocidade média do fluxo em relagcdo aos pleomorfismo moderados e
acentuados (p < 0,001). Nao houve diferenca significativa entre os dois
ultimos. Em relagdo a velocidade minima e as dimensdes dos nodulos,
houve diferenga significativa entre T2 e T3 (p = 0,01), sendo que tumores
com mais de 5 centimetros tem maior velocidade. A velocidade maxima
também apresentou diferenga significativa entre pleomorfismo discreto e
os demais, possuindo uma média de 97,4 cm/s (p < 0,001) (Figuras 2 e
3). Com relagédo aos indices de resistividade e pulsatilidade, nenhuma
correlacao foi estatisticamente relevante quanto aos paradmetros citados

anteriormente.
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Figura 3. Representacado grafica das médias das velocidades média (Vmn) e maxima (Vmax) em relagédo ao
pleomorfismo celular, (p < 0,001).
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Figura 4. Representagdo grafica das médias da velocidade minima em relagdo ao tamanho do tumor na
classificagdo TNM, (p = 0,010).

A imuno-histoquimica com os anticorpos anti-VEGF e anti-CRYAB
foi realizada nos 40 nodulos que obtiveram medidas de fluxo na
ultrassonografia, além das glandulas mamarias normais.
Comparativamente, os tumores tiveram expressdo de ambas as proteinas
aumentada em relagao ao tecido mamario normal, definida por uma maior

area do corte e maior intensidade da marcagao. Observou-se uma relagao
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direta entre a marcagdo de VEGF e CRYAB, tanto na quantidade de
células quanto na intensidade. Além da positividade das células
neoplasicas propriamente ditas, também foi avaliada a marcagao de

macrofagos infiltrados no tumor (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo percentual da quantidade de células marcadas por CRYAB e sua
intensidade de cor e marcagdo de macrofagos por VEFG segundo a quantidade de células

tumorais marcadas por VEGF.

VEGF Ausente Discreto Moderado *p
Quantidade
qCRYAB <0,01
Ausente 23,1 2,6 0
Discreto 17,9 20,5 5,1
Moderado 2,6 10,3 17,9
mVEGF 0,028
Ausente 28,2 7,7 12,8
Discreto 12,8 7,7 2,6
Moderado 0 17,9 5,1
Acentuado 2,6 0 2,6
Intensidade
iCRYAB 0,011
Ausente 23,1 2,6
Discreto 51 0
Moderado 7,7 28,2 5.1
Acentuado 7,7 17,9 2,6

* valor de p ao teste de qui-quadrado considerando nivel de significancia de 5%.
gqCRYAB: quantidade de células tumorais marcadas para CRYAB

iCRYAB: intensidade da marcagéo para CRYAB

mVEGF: quantidade de macréfagos marcados para VEGF
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Figura 5. Imunodetecgdo do antigeno citoplasmatico VEGF em neoplasias mamarias caninas. A. Quantidade e
intensidade moderadas (Obj 20X). B. Quantidade e intensidade discretas (Obj 20x) C. Marcagdo de
macréfagos (Obj 20x).
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Figura 6. Imunodetecgéo do antigeno citoplasmatico CRYAB em neoplasias mamarias caninas. A. Quantidade
e intensidade acentuadas (Obj 20X). B. Quantidade e intensidade discretas (Obj 20x) C. Marcagao de
macréfagos (Obj 20x).

Com relagéo as caracteristicas dos animais, aqueles que tiveram

marcagao moderada de macréfagos para VEGF sdo, em geral, mais
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velhos, com animais maiores de 13 anos com marcagdo acentuada
dessas células (p = 0,08). A castracdo também influenciou a intensidade
da marcacdo de CRYAB das células tumorais, sendo que a maioria dos
animais nao castrados apresentou intensidade de cor moderada a
acentuada (p = 0,02).

A relagéo entre as variaveis ultrassonograficas do modo Doppler e
a imunohistoquimica estdo demonstradas nos graficos abaixo. As demais

correlagdes nao foram estatisticamente relevantes.
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Figura 7. Representacdo grafica das médias de indice de resistividade em relacdo a quantidade de
macrofagos marcados por VEGF (mVEGF ; p = 0,029) e CRYAB (MCRYAB; p = 0,048).
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Figura 8. Representagdo grafica das médias de velocidade média em relagdo a quantidade de células
marcadas por CRYAB (p = 0,001).
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Figura 9. Representagéo grafica das médias de velocidade maxima em relagédo a quantidade de células
marcadas por VEGF (p = 0,039).
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Figura 10. Representagéo grafica das medianas de velocidade maxima em relacdo a quantidade de células
marcadas por CRYAB (p = 0,005).
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Figura 11. Representagdo grafica das medianas de velocidade minima em relacdo a quantidade de células
marcadas por VEGF (qQVEGF; p = 0,032) e CRYAB (qCRYAB; p = 0,034).

5. DISCUSSAO

Nesse trabalho, foram analisadas as associagcdes de diversas
caracteristicas clinicas, ultrassonograficas, histolégicos e

imunohistoquimica de tumores mamarios caninos, buscando parametros
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que possam auxiliar o médico veterinario na avaliagdo do paciente. Foi
observado que a alfa-b cristalina esta diretamente relacionada com a
castracao e caracteristicas ultrassonograficas dos nédulos, como o indice
de resistividade e as velocidades maxima, média e minima, além de sua
relagdo com a expressédo do VEGF, comprovando a ligacdo da CRYAB
com a angiogénese.

Ja é bem estabelecido que a idade é um fator de risco, sendo que
animais entre 7 e 13 anos sao mais acometidos, como descrito por
Schneider (1970) e Goldschmidt et al. (2001). Neste trabalho, a faixa
etaria foi mais ampla, de 4 a 17 anos, demonstrando que o aparecimento
de nodulos mamarios na espécie canina acompanha o aumento da
expectativa de vida desses animais.

Animais mais velhos também tem maior chance de apresentar
metastases distantes no momento do atendimento e as quantidades
moderada e acentuada de macréfagos marcados para VEGF em relagao
aos animais mais novos corrobora com a literatura. Tal fato pode ser
explicado pelo aumento de secrecdo de fatores de crescimento,
interleucinas e metaloproteinases por células senis que induzem a
migragdo e invasdo tecidual e das células neoplasicas (Davalos et al.,
2010).

Em relagdo aos caes mais novos, o diagnostico clinico de tumor
mamario esta provavelmente associado ao histérico reprodutivo do
animal, ja que os animais com menos de 7 anos nao eram castrados no
momento do atendimento, apesar de nao terem recebido nenhuma
aplicacao de anticoncepcional. Sabe-se que a OSH antes do terceiro
estro diminui o risco para o desenvolvimento da neoplasia devido a perda
da influéncia de horménios sobre as glandulas mamarias (Schneider et
al., 1970).

A castragao teve influéncia significativa neste trabalho em relagao
ao estadiamento, porém indo em diregao contraria. Provavelmente os
animais estudados foram submetidos a cirurgia depois do terceiro cio,

perdendo assim seu efeito protetor. Apesar disso, em alguns animais a
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OSH é recomendada depois da mastectomia na tentativa de evitar
recidivas e metastases de neoplasias responsivas a horménios (Cassali,
2017). Na maioria dos caes nao castrados, a expressao de CRYAB foi
classificada como moderada a acentuada em relacdao a intensidade da
cor, sugerindo uma associagdo entre as duas variaveis. Todavia, mais
estudos sdo necessarios para definir qual a relacdo entre a alfa-b
cristalina e hormdénios sexuais.

Seguindo o mesmo raciocinio, animais que receberam
anticoncepcionais tém maior estimulo hormonal para o desenvolvimento
de neoplasias mamarias. Misdorp (1991) relata que a aplicagéo de baixas
doses de progestageno pode causar o desenvolvimento de tumores
benignos enquanto sua associagdo com estrogeno pode induzir o
aparecimento de tumores malignos. A falta de informagdo do tipo de
contraceptivo utilizado nos animais deste trabalho impossibilita fazer essa
relagdo, entretanto todos os animais que receberam anticoncepcionais
foram diagnosticados com tumores malignos, com maior numero de
mitoses em relagdo aos que nao receberam.

Neste experimento, houve um maior numero de atendimentos de
cées de pequeno porte, em sua maioria classificados como estagio |I.
Esses animais tém maior atengdo dos proprietarios, que os levam para
atendimento veterinario com mais frequéncia e mais precocemente,
portanto o tamanho do ndédulo e evolugdo do tumor ainda sdo discretos.
Assim, cadelas com porte médio e grande (na maioria estagios Il e Il,
respectivamente) tém ndédulos de dimensdes maiores, sendo que caes de
grande porte tém tumores mais sélidos. Esta € uma tendéncia observada
na clinica e apontada também por Goldschmidt et al. (2017).

No que se refere ao pleomorfismo, uma das caracteristicas
avaliadas para se determinar a graduacgao histolégica do tumor e predizer
seu comportamento, cadelas com uma ou mais gestagdes apresentaram
pleomorfismo moderado a acentuado, enquanto nos animais nuliparos, a
diferenca no formato das células foi considerada moderada. A gestagao,

segundo Brodey et al. (1966), nao tem influéncia significativa no
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desenvolvimento de neoplasias mamarias. A maioria dos animais
acompanhados né&o foi gestante até o momento do atendimento e, dentre
aqueles com uma ou mais gestagbes, grande parte recebeu
anticoncepcional, o que traz de volta o argumento de sua aplicagao.
Esses dados conferem com o relato de Russo e Russo (1980) no qual
descreve que a gestagao pode proteger a glandula mamaria em relagéo a
tumores.

Neste trabalho, a ecogenicidade heterogénea dos ndodulos esta
relacionada ao diagnostico de neoplasia maligna, do mesmo modo que as
dimensdes e o estadiamento clinico, entretanto lesdes benignas também
podem apresentar tal caracteristica. Ha grande controvérsia na literatura
sobre a avaliagdo da ecogenicidade de tumores, enquanto Nyman et al.
(2006) dizem que um nodulo heterogéneo sugere um tumor maligno, Lana
et al. (2007) mostram que regides com ecogenicidade maior podem
representar areas de tecido 6sseo e/ou cartilaginoso, comuns em tumores
mistos. Areas anecoicas e com sombreamento acustico, sugestivas de
areas cisticas e mineralizagdo respectivamente, também foram
observadas neste trabalho, estando a ultima relacionada a um tumor
maligno.

Na ultrassonografia no modo Doppler, o indice de resistividade
nao apresentou diferengas significativas entre as variaveis, exceto em
relagdo a quantidade de macréfagos marcados tanto por VEGF quanto
por CRYAB. O infiltrado granulomatoso acentuado faz com que a taxa
metabdlica do tumor seja mais alta, logo o IR tem valores mais baixos em
relacdo a auséncia dessas células, indo de acordo com Carvalho (2009)
que apresenta que este indice tem um valor mais baixo em tecidos com
metabolismo alto.

A velocidade maxima do fluxo mensurada foi maior nos tumores
com pleomorfismo discreto enquanto a velocidade minima foi maior
naqueles com pleomorfismo acentuado. Ambas foram maiores nos
tumores que expressam moderadas quantidades de VEGF e CRYAB,

propondo uma relacado positiva entre a fisiologia dessas neoplasias e o
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aumento da velocidade de fluxo nesses locais, associados ao maior
metabolismo e a formac&o de novos vasos. Dock et al. (1991), assim
como Feliciano et al. (2017) mostram que a velocidade sistélica maior que
20cm/s é sugestiva de tumores malignos, o que foi constatado neste
trabalho. Todavia, nodulos diagnosticados como hiperplasia mamaria
também apresentaram valores acima de 20 cm/s, indicando que deve-se
associar a outros achados na tentativa de predizer o diagnostico por este
meétodo.

A relagdo entre a expressdo de VEGF e CRYAB demonstrada
nesse trabalho vai de encontro com a literatura, associando essas duas
moléculas a manutengcdo e evolugdo tumoral em humanos, atuando
principalmente na formacédo de novos vasos. Porém, a importancia da
alfa-b cristalina na medicina veterinaria ainda necessita ser mais bem
estudada, além da interacdo dessas duas proteinas e a progressao

tumoral.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que a alfa-b cristalina tem sua expressdao aumentada
em neoplasias mamarias caninas e que sua interagcao com o fator de
crescimento endotelial vascular contribui para a angiogénese tumoral.
Achados clinicos e ultrassonograficos, como a castragdo, o indice de
resistividade e velocidades maxima e minima do fluxo sanguineo também
estdo relacionados com a CRYAB, porém mais estudos sdo necessarios
para elucidar como essas informacdes podem ser utilizadas na rotina

clinica.
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