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QUANTIFICACAO DOS VALORES DA PRESSAO PARCIAL DE OXIGENIO (PO,) E DA
SATURAGAO DO OXIGENIO (SO,) PARA CARACTERIZAGAO DOS NIVEIS DE HIPOXIA
NO DEBITO SANGUINEO DO TUMOR MAMARIO DE CADELAS - ESTUDO
PRELIMINAR

RESUMO
Os tumores da mama representam a neoplasia mais frequente na cadela, com uma taxa de

malignidade de cerca de 50%. A elevada taxa de proliferagdo celular verificada no
desenvolvimento tumoral, resulta num inadequado aporte de oxigénio a algumas regides do
tumor originando zonas de hipoxia, a qual se relaciona num sistema causa-efeito com o
nivel de resposta terapéutica dos doentes oncologicos. O estudo presente foi realizado
numa amostra de 32 individuos (N=32), da espécie Canis familiaris, do género feminino, e
teve como objectivo quantificar o valor da presséo parcial de Oxigénio (PO,) e de saturacao
do Oxigénio (SO,) no débito sanguineo do tumor mamario de cadelas. A amostra foi dividida
em 2 grupos: 1) um grupo controlo (GC), formado por individuos saudaveis sujeitos a
ovariohisterectomia eletiva, e 2) um grupo estudo (GM), formado por cadelas com tumor
mamario e submetidas a mastectomia. Cada individuo foi sujeito a duas colheitas de
sangue, por pungdo nas veias epigastrica superficial caudal da mama e veia safena. A
guantificacéo da PO, e SO, foi realizada utilizando o aparelho i-Stat, com o sistema analitico
CG4+. A média de PO, na veia epigastrica caudal foi de 130,1+51,7 mmHg no GC e
166,5£49,9 mmHg no GM, e de 125,2+45,4 no GC e 122,9+60,1 no GM para a PO, na veia
safena. Para a SO, a média foi de 97,6+3,3% no GC e 94,7+7,6% no GM, na veia safena, e
de 97,92+3,5% para 0 GC e de 92,9+8,4% no GM na veia epigastrica caudal. Consideraram-
se os resultados estatisticamente significativos para valores de p <0,05. Nao se registaram
diferencas estatisticamente significativas entre PO, de GC e GM (p >0,05) assim como entre
a SO, de ambos os grupos (p >0,05). A dimensdo da amostra, e a impossibilidade de
medicdo da PO, e da SO, por método de medicdo intra-tumoral, poderdo ter sido os

principais factores que influenciaram os resultados obtidos.

Palavras-chave: Cao; Mastectomia; Presséo Parcial Oxigénio; Hipoxia.






QUANTIFICATION OF THE PARTIAL OXYGEN PRESSURE (PO,) AND OXYGEN
SATURATION (SO;) VALUES FOR THE CHARACTERIZATION OF HYPOXIA IN THE
BLOOD FLOW OF MAMMARY TUMOR OF BITCHES - PRELIMINARY STUDY

ABSTRACT
Mammary tumors represent the most common neoplasia in the bitch, with a malignancy rate

of about 50%. The high rate of cell proliferation observed in tumor development results in an
inadequate supply of oxygen to some regions of the tumor leading to areas of hypoxia, which
is related to a cause-effect system with the level of therapeutic response of cancer patients.
The present study was carried out on a sample of 32 individuals (N = 32), of the Canis
familiaris species of the female genus, and had as objective to quantify the oxygen patrtial
pressure (PO,) and oxygen saturation (SO,) in the blood flow of mammary tumor of bitches.
The sample was divided into 2 groups: 1) a control group (CG), formed by healthy individuals
subject to elective ovariohysterectomy, and 2) a study group (GM), formed by patients with
mammary tumor and submitted to mastectomy. Each individual was subjected to two blood
collections by puncture in the caudal superficial epigastric veins and saphenous vein. The
guantification of PO, and SO, was performed using the i-Stat apparatus with the CG4 +
analytical system. The mean PO, in the caudal epigastric vein was 130.1 + 51.7 mmHg in the
CG and 166.5 £ 49.9 mmHg in the GM, and 125.2 + 45.4 in the GC and 122.9 + 60, 1 in GM
for PO2 in the saphenous vein. For SO, the mean was 97.6 + 3.3% for GC and 94.7 £ 7.6%
for GM, saphenous vein, and 97.92 + 3.5% for GC and 92, 9 + 8.4% in GM in the caudal
epigastric vein. The results were statistically significant for p values <0.05. There were no
statistically significant differences between PO, of GC and GM (p> 0.05) as well as between
SO, of both groups (p> 0.05). The size of the sample and the impossibility of measuring PO,
and SO, by intra-tumor measurement method may have been the main factors that

influenced the results obtained.

Keywords: Dog; Mastectomy; Partial Pressure Oxygen; Oxygen Saturation; Hypoxia
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ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO

O presente relatorio foi elaborado no seguimento do estagio final do curso de Mestrado
Integrado em Medicina Veterinadria, com o0 objectivo de apresentar as actividades
desenvolvidas durante esse periodo.

O estagio curricular, sob a orientacao do Professor Miguel Carreira, teve lugar no Hospital
Escolar da Faculdade de Medicina Veterinadria da Universidade de Lisboa (HE-FMV),
durante um periodo de 7 meses (Setembro de 2015 a Marco de 2016), abrangendo as areas
de Medicina e Cirurgia de Animais de Companhia e Exaticos.

Os valores referentes a analise descritiva relativa a casuistica acompanhada durante o

periodo de estagio nas areas acima referidas, encontra-se em anexo (Anexo Il).

Atividades desenvolvidas na area clinica

O estagio decorrido no HE-FMV, foi organizado em escalas mensais, de modo a ser
possivel contactar com as diferentes areas clinicas, que incluiram a Medicina Interna
(Patologia Médica e Medicina Preventiva), Cirurgia, Imagiologia e Internamento. Para além
das areas anteriormente referidas, também foram realizadas tarefas em &reas mais
especializadas, nomeadamente em consultas de especialidade (animais exoticos,
cardiologia, comportamento animal, dermatologia, endocrinologia, neurologia, oftalmologia,
oncologia, ortopedia e traumatologia), na quimioterapia e no banco de sangue.

As escalas mensais eram organizadas em turnos rotativos de 8 horas que compreendiam o
periodo da manha (das 8 horas as 16 horas) ou o periodo da tarde (das 13 horas as 21
horas), excetuando os turnos de Internamento que tinham a duracédo de 12 horas. No final
do estagio, a carga horaria total realizada, excluindo tempo adicional ndo previsto na escala
mensal, foi de 1270 horas.

Ao integrar a equipa de alunos estagiarios do HE-FMV, tive a oportunidade de contar com o
acompanhamento e supervisdo de varios profissionais entre os quais, professores, médicos
veterinarios, enfermeiros e auxiliares, durante a realizacao de todo o meu trabalho. O que
me permitiu participar ativamente nos diversos servigcos e consequentemente, alcangar uma
maior consolidacao dos conhecimentos tedricos.

A area de Medicina Interna, permitiu-me participar em consultas externas gerais, bem como
em consultas de referéncia, nomeadamente na éarea de Cardiologia, Dermatologia,
Oncologia, Oftalmologia, Medicina de animais exoticos, Neurologia, Ortopedia e
Traumatologia. Nesta &rea, tinha como funcéo iniciar e conduzir a consulta, bem como a
realizacdo da anamnese e exame fisico geral e de especialidade. Posteriormente,

apresentava os casos clinicos ao médico veterindrio, discutindo-se em seguida o plano de
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diagnéstico e a terapéutica a instituir. Aqui, foi possivel desempenhar com relativa
frequéncia varios procedimentos nomeadamente: vacinagéo, preparacao e administracao de
farmacos por via parenteral, identificacdo eletrénica, colheitas de sangue para andlises (0
que engloba puncdo nas veias cefalica, jugular, safena e femoral), cateterizacGes
periféricas, realizagdo de microhematdcritos, esfregacos sanguineos, colheita e coloracao
de material obtido pelo método da zaragatoa (pavilhdo auricular e canal auditivo externo),
medi¢Oes de glicémias, citologias cuténeas, teste de fluoresceina e limpeza de feridas. Com
menor frequéncia, foi possivel ainda realizar alguns procedimentos mais invasivos como
drenagem de otohematomas, algaliacdo de machos, colocacdo de tubos esofagicos,
realizacdo de cistocentese e de pensos simples e ortopédicos (Robert-Jones). Durante as

consultas externas tive a oportunidade de observar um caso de hipospadia (fotografia 1).

Figura 1- Hipospadia em canideo

No ambito da Cirurgia, tive como fungBes a recepcdo dos animais, esclarecimento ao
proprietario dos cuidados a ter com o doente no periodo pré e pds-cirargico, bem como
observacdo das respetivas andlises pré-cirdrgicas, cateterizacdo venosa do doente,
entubacao endotraqueal e preparacdo do campo operatdrio (tricotomia, limpeza e assépsia).
Nesta area participei como anestesista (monitorizacdo anestésica e dos sinais vitais do
doente), circulante (preparacdo do paciente e da mesa cirlrgica) e ajudante de cirurgiao,
acompanhando igualmente todo o periodo pés-cirargico dos pacientes. Tive a oportunidade
de por vezes realizar sob a supervisdo do cirurgido, alguns procedimentos como suturas de
pele, moldes dentarios com alginato, destartarizacdo, exérese de nodulos cutaneos e uma
ovariohisterectomia (OVH) de gata. No periodo pos-cirargico, fui incentivada pelo orientador
a estabelecer contacto via telefonica e esclarecimento dos proprietario relativamente a
intervencdo efectuada, bem como a prescricdo da terapéutica pds-cirlrgica, sob a
supervisdo e a aprovacao do orientador e posteriormente 0 seguimento pos cirurgico. Tive
ainda a oportunidade de observar a realizacdo de alguns procedimentos cirirgicos menos
comuns como a cirurgia plastica de reconstru¢cdo nasal apés extirpacdo de carcinoma

espinocelular nasal (fotografia 2) e a pericardiectomia (fotografia 3).



Figura 2- Cirurgia plastica de reconstrucao nasal apos extirpacao de carcinoma espinocelular nasal
em felideo

bd o

Figura 3- Pericardiectomia em canideo

No servico de imagiologia as rotacbes eram feitas por trés areas: radiologia, tomografia
computorizada (TC) e ecografia.

Quando estive na radiologia, tive a oportunidade de assistir a realizacdo de estudos
radiograficos simples e de contraste, transitos baritados e mielografias. Na TC, fui
responsavel por ajudar na indugdo da anestesia e monitorizacdo da mesma durante o
exame. Posteriormente, com o apoio dos médicos veterinarios do servico acompanhei a
analise e interpretacdo dos resultados. Na ecografia, ajudei na preparacao, posicionamento
e contencdo do doente. Acompanhei e participei em alguns procedimentos ecoguiados,

como a colheita de urina por cistocentese e PAAF 6sseas.

Os turnos no Internamento permitiram um maior acompanhamento dos casos clinicos, mas
para isso foi necessario que houvesse uma boa gestéo e organizacdo do trabalho, de forma
a conseguir realizar todas as tarefas necessérias que fazem parte da rotina didria deste
servico, mesmo em periodos com maior volume de trabalho. Ai com acompanhamento de
enfermeiros, auxiliares e do médico veterinario, desempenhei varios procedimentos com
objectivo de assegurar o bem-estar dos doentes, entre 0s quais: passeios frequentes,
alimentacdo, monitorizacdo, administracdo de medicacdo bem como outros procedimentos
mais especializados em animais com necessidade especiais ou com limitacdes (como
limpeza de feridas, algaliacdo, enemas, curvas de glicémias, fisioterapia, cuidados neonatais

entre outros).



CAPITULO | - INTRODUCAO

Com o aumento da esperanca meédia de vida dos animais, é previsivel um aumento
progressivo do nimero de casos tumorais. No caso concreto dos tumores mamarios, estes
representam um desafio tanto na &rea de clinica como na &rea de investigacdo pois, para
além de serem as neoplasias com maior incidéncia em cadelas, sdo ainda patologias de
etiologia multifatorial com varios fatores predisponentes (Morris & Dobson, 2001; Sorenmo,
Worley, & Goldschmidt, 2012).

O estudo dos tumores mamarios na cadela tem adquirido uma importancia cada vez maior,
ndo sO pela elevada casuistica na pratica clinica mas também por partilharem varias
caracteristicas epidemiolégicas, morfolégicas, clinico-patolégicas e bioquimicas com os
tumores mamarios em mulheres (Kumaraguruparan, Prathiba, & Nagini, 2006). Torna-se
portanto essencial a detecdo precoce das neoplasias antes da sua disseminacdo pelo
organismo do animal, o que implica conhecimentos cada vez maiores e mais profundos
sobre as caracteristicas e comportamentos funcionais das lesées malignas. Saber apenas
quais séo as caracteristicas morfolégicas das lesdes tumorais ja ndao é suficiente, é
importante conhecer e perceber 0 que se passa no micro ambiente tumoral. Uma
caracteristica tumoral que tem vindo a ser reconhecida como tendo elevada importancia
prognéstica é a hipoxia tumoral (Lapa, et al., 2015).

Para uma melhor compreensdo dos tumores mamarios € apresentada, em seguida, uma

breve descricdo sobre neoplasias e glandula mamaria.



CAPITULO II-REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. BIOLOGIA DAS NEOPLASIAS

1.1 Ciclo celular

O ciclo celular divide-se em duas fases, a interfase e a fase mitética (Figura 4) (Argyle &
Khanna, 2013).

A interfase (fase na qual a célula se encontra a maior parte do tempo), corresponde ao
periodo entre o final de uma divisao celular e o inicio da divisdo seguinte, e é constituida por
3 fases: a fase G1 (fase de crescimento, caracterizada pela sintetise de proteinas, enzimas
e acido ribonucleico (ARN)), a fase S (fase de sintese do &cido desoxirribonucleico (ADN))

e pela fase G2 (quando a célula se prepara para a divisao celular) (Argyle & Khanna, 2013).

A fase mitética inclui duas etapas: a cariocinese (divisdo do nucleo) e a citocinese (divisdo
do citoplasma) (Argyle & Khanna, 2013).

As células que ndo se encontram em proliferacdo sdo denominadas de células em fase GO,
ja que se encontram num estado quiescente entre a fase M (mitose) e a fase G1 do ciclo
celular. E nesta fase que se encontra a maioria das células dos tecidos normais, sendo
posteriormente estimuladas a entrar no ciclo celular em resposta a factores externos como

os factores de crescimento (Argyle & Khanna, 2013).

Figura 4- Ciclo Celular (Adaptado de Alberts, 2008)
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1.2 A carcinogénese: etiologia, as alteracfes gendmicas e 0s oncogenes

A carcinogénese compreende 3 fases: a iniciacao, a promoc¢ao e a progressao (Kusewitt &
Rush, 2007). A iniciacdo é a altura em que a célula é exposta aos agentes carcinogénicos
sofrendo consequentemente uma mutacdo, originando células atipicas. Estas células
iniciadas podem parecer morfologicamente normais e permanecerem em repouso durante
varios anos; contudo, as varias mutacdes que apresentam podem proporcionar-lhes
vantagens no crescimento sob determinadas condicbes especiais. Por exemplo, podem
responder mais vigorosamente a sinais mitogénicos, ou serem mais resistentes a estimulos

indutores de apoptose.

Relativamente a segunda fase, a promocdo, € onde ocorre 0 crescimento celular em
resposta a determinados estimulos selectivos que promovem a proliferacdo celular e que
sdo denominados de agentes promotores ou apenas de promotores. Em geral estes
promotores ndo sdo mutagénicos, em vez disso, criam um ambiente em que as células
iniciais ttm uma maior facilidade de crescimento. Uma vez que os promotores nao Sao

mutagénicos, os seus efeitos sdo geralmente reversiveis.

Por fim, a fase da progresséo caracteriza-se por envolver a conversao maligna das células,
ou seja, as células transformadas ja tém autonomia para proliferar, perdendo a coesdao,
tornando-se moveis e invasivas, podendo originar a ocorréncia de doenga metastatica
(Kusewitt & Rush, 2007; Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

O desenvolvimento tumoral é assim um processo que envolve a acumulacdo de mutacdes
ao nivel do ADN celular, levando a uma desregulagdo dos genes que controlam o
crescimento e a diferenciacdo celular. Estes genes podem ser ativados, inativados ou ter o
seu nivel de expresséo alterado. A transformacdo de uma célula normal em uma célula
tumoral, exige multiplas mutacdes, verificando-se uma progressao ordenada desde o estado
inicial de lesdo benigna até ao estado de lesdo maligna, a qual pode posteriormente ser
classificada histopatolégicamente de acordo com o seu grau de gravidade (Morris & Dobson,
2001; Kusewitt & Rush, 2007). Embora as alteracdes genéticas possam ocorrer nas células
germinativas e estarem assim presentes no corpo desde a altura do nascimento, 0 mais
comum é ocorrerem ao longo da vida, dependentes em muitos casos do processo de

envelhecimento e da sua acumulacdo ao longo do tempo (Morris & Dobson, 2001).

E durante as fases S e G2 que ocorrem a maioria dos erros genéticos, alterando assim o
ADN das células. Com a idade as alteragBes ocorrem em maior numero ja que, escapam
mais facilmente aos mecanismos de reparacdo do ADN. Estas alteracbes podem ser de 3
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tipo: 1)mutacao pontual, 2)delecédo ou 3)amplificacdo, conduzindo a um aumento, diminuicdo
ou mesmo auséncia da expressdo de proteinas normais, ou até mesmo a sintese de
proteinas alteradas, como é o exemplo da proteina codificada pelo gene p53, que ao deixar
de ser expressa ou ao ser sintetizada de forma errada, torna-se inactiva na supressao
tumoral. Adicionalmente pode existir sobre-expressdo de oncogenes codificadores de
proteinas alteradas, as chamadas oncoproteinas (Kusewitt & Rush, 2007).

A mutagdo pontual consiste na perda ou substituicdo de uma base por outra na hélice de
ADN. O que pode ou néo ter efeitos na sintese proteica (Morris & Dobson, 2001).

Quanto a delecdo, esta caracteriza-se pela perda de uma porcdo de pares de bases,
alterando a proteina codificada por esse gene ou interrompendo mesmo a sua produgéo
(Morris & Dobson, 2001). Por fim, na amplificacéo existe uma repeticdo de sequéncias do
ADN o que pode aumentar o niumero de cépias do gene, ndo implicando contudo que haja

um aumento do nivel de expressdo desse mesmo gene (Morris & Dobson, 2001).

As mutacdes espontédneas que podem ocorrer a nivel dos cromossomas consistem em
modificagbes na sua morfologia e/ou no seu numero. A perda ou adi¢do de sequéncias nos
cromossomas vai alterar o contelddo total de ADN, e consequentemente reduzir ou
amplificar a expresséo de determinados genes, ja que o numero de cOpias desses genes ira
variar (Morris & Dobson, 2001).

Apesar de todas as células do corpo conterem 0 mesmo ADN e portanto 0S mesmos genes,
0 numero e tipo de genes ativos em cada uma das células diferem. Mesmo no que diz
respeito a uma determinada célula, alguns genes sao ativados em determinadas alturas da
vida e inativados noutras. Estas alteracdes denominadas de alteracdes epigenéticas,
consistem em modificacBes reversiveis do genoma de caracter hereditario, que néao
envolvem alteracdes na sequéncia de ADN e podem ser o resultado de 3 mecanismos
principais: 1) a metilacdo do ADN, 2) as modificagBes de histonas e o 3) registo gendmico
(Argyle & Khanna, 2013).

Os oncogenes derivam dos chamados proto-oncogenes que estdo presentes nas células
normais. S4o genes promotores do crescimento e da diferenciagdo celular que controlam a
divisdo mitética ordenada das células. Um proto-oncogene transforma-se num oncogene
através de mecanismos como a amplificagéo, a translocagdo cromossomal, a mutagéo e até
mesmo por meio das insercdes virais, passando a estar continuamente ativo e deixando
consequentemente de responder a sinais inibitérios. Quando isto acontece, o crescimento

celular deixa de estar sob controlo, ocorrendo um crescimento descontrolado das células,



contribuindo para o desenvolvimento de um processo neoplasico (Kusewitt & Rush, 2007;
Argyle & Khanna, 2013).

Os genes supressores tumorais sdo genes responsaveis por controlar a divisdo celular, o
processo de apoptose, e reparar as alteracdes que existam na sequéncia de ADN . Quando
séo desativados, a divisdo celular torna-se descontrolada, permitindo assim o aparecimento
de lesdo neoplasica (Argyle & Khanna, 2013). Estes genes atuam de forma recessiva, ou
seja € necessario que os dois alelos estejam afectados (inativos) para que o0 gene se
encontre desativado. Assim se entende que, quando é herdada uma cépia alterada do gene
(familias predispostas) a idade em que surgem neoplasias € menor, pois ao hascerem estes
individuos ja tém pelo menos um dos alelos afetado, sendo que o outro podera ser afetado
por eventos espontaneos ao longo da vida, possibilitando assim a ocorréncia de neoplasias
mais precocemente. Em contrapartida se o individuo ndo nascer com um alelo afetado, tera
qgue sofrer alteracdes nos dois alelos para que ocorra a inativacdo do gene supressor
tumoral, o que exige maior intervalo de tempo (Morris & Dobson, 2001; Argyle & Khanna,
2013).

No entanto, alguns estudos realizados sugerem gue para alguns destes genes supressores

tumorais €& suficiente que ocorra apenas a inactivacdo de um dos alelos para que se

processe o desenvolvimento neoplasico (Kusewitt & Rush, 2007).

Também ¢é interessante referir o papel de algumas enzimas na carcinogénese da mama. E o
caso da enzima cicloxigenase-2 (Cox-2) pertencente a familia das enzimas ciclooxigenase
gue catalizam a conversdo do acido araquidénico em percursores das prostaglandinas e
tromboxanos, essenciais para a manutencdo da homeostasia do ciclo celular. Esta enzima
esta hoje em dia relacionada com o tipo histolégico do tumor, encontrando-se com sobre-
expressdo em varias neoplasias mamarias da cadela. De um modo geral, quanto mais
indiferenciado for o tumor e consequentemente maior a sua malignidade, maior sera a
expressao da Cox-2 (Klopfleisch & Gruber, 2009). Um estudo levado a cabo por Doré et al.
(2003) constatou que a Cox-2 estava expressa em 24% dos adenomas e em 56% dos
adenocarcinomas. Adicionalmente, Queiroga et al. (2007) demonstraram que numa glandula
mamaria normal a expressdo da Cox-2 € muito reduzida ou mesmo nula. Em 2006, Millanta
et al., constataram que 100% dos carcinomas mamarios caninos expressavam Cox-2. Um
outro estudo realizado por Queiroga et al. (2011), estabelece uma relacéo entre expressdes
elevadas de Cox-2 e o desenvolvimento de metéstases a distancia, a angiogénese e um pior

prognoéstico de doenca.



2. A GLANDULA MAMARIA

2.1. Embriologia, Anatomia e Fisiologia

A glandula mamaria é uma glandula apocrina modificada, que se desenvolve
embriologicamente a partir de um espessamento bilateral da epiderme ventrolateral da
parede abdominal, denominado de linhas mamaria e que se estende desde a regido axial

até a regido inguinal (Junqueira & Carneiro, 2008).

A maior parte da linha mamaria involui pouco depois da sua formacao, sendo o comprimento
da porcdo remanescente variavel com a espécie, dependendo do numero de glandulas
mamarias caracteristicas de cada espécie. Posteriormente da-se a condensacdo do
mesénquima e o espessamento da epiderme sobrejacente em intervalos especificos ao
longo da linha mamaria. Este espessamento da origem ao botdo mamario primario, que ira
penetrar no mesénquima subjacente formando bot6es maméarios secundarios 0s quais se
alongam e ramificam para formar os alvéolos e os ductos mamérios (Hyttel, Sinowatz, &
Vejlested, 2010). A glandula mamaria completamente desenvolvida é formada por um
conjunto de lébulos de glandulas tdbulo-alveolares compostas, separados entre si por
septos de tecido conjuntivo e por um abundante tecido adiposo. Cada I6bulo, como glandula
individualizada que é, tem o seu proprio ducto excretor denominado de ducto galactéforo, o
qual emerge de forma direta e independente no mamilo. Na cadela cada mamilo pode ter

entre 15-25 dessas aberturas (Carneiro & Junqueira, 2008).

No caso da cadela, existem habitualmente 5 pares de glandulas mamarias dispostas de
cada lado da linha média, embora seja relativamente frequente a existéncia de 6 pares,
enquanto que a presenca de 4 pares é pouco usual. Podem ainda existir casos de mamilos
supranumerarios isolados (Silver, 1966).

As glandulas sdo numeradas e denominadas segundo a sua localizacdo anatomica em
toracicas craneais (1) e caudais (2), abdominais craneais (3) e caudais (4) e inguinais (5)
(Figura 5) (Peleteiro M. , 1994; Radostits, Mayhew, & Houston, 2002).

Na cadela o mamilo é constituido por uma quantidade relativamente grande de musculo liso
disposto em duas camadas, uma interior circular e outra exterior longitudinal, o que a
diferencia por exemplo da gata, em que o musculo liso esta organizado em trés camadas.

Os ductos galactéforos séo revestidos por uma dupla camada de células epiteliais cubicas
ou cilindricas baixas, e os ductos interlobulares s&o constituidos por epitélio simples

cilindrico, podendo ser cubico no caso dos ductos intralobulares (Peleteiro M. , 1994).



Figura 5- Numeracdo das glandulas mamarias e respetiva drenagem linfatica (Adaptado de
Rodriguez, 2016)

Linfonodo inguina!
supericlal

O principal aporte arterial das glandulas mamarias vem das artérias epigastricas superficiais
craneal e caudal. As glandulas toracicas recebem um aporte adicional dos ramos
provenientes das artérias torcicas internas, ramos cutaneos das artérias intercostais
caudais a T7, e das artérias toracicas laterais (Silver, 1966; Radostits et al., 2002) . As
glandulas abdominais e inguinais obtém um aporte vascular adicional dos vasos iliacos
circunflexos e segmentados, da artéria epigastrica caudal e dos ramos da artéria perineal e
perivulvar. As duas artérias epigastricas anastomosam-se ao redor do umbigo e alguns
vasos podem mesmo cruzar a linha média de uma glandula para o seu par (Silver, 1966;
Radostits et al., 2002).

A vascularizacdo venosa circula paralelamente a arterial, com excepcdo das veias
superficiais que podem cruzam a linha média com mais frequéncia do que as artérias, o que
em caso de neoplasia mamaria facilita sempre a disseminacdo de células neoplasicas entre
0 mesmo par da glandula (Silver, 1966; Radostits et al., 2002).

A drenagem linfatica das glandulas mamarias é levada a cabo pelos linfonodos axilares e
inguinais, drenando as glandulas 1 e 2 para o linfonodo axilar, enquanto as 3,4 e 5 drenam

para o linfonodo inguinal superficial (Radostits et al., 2002).
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Quanto a inervacdo, as glandulas mamarias sdo ricamente inervadas pelos nervos
cutaneos. As glandulas mamarias craneais séo inervadas pelo 4°, 5° e 6° nervos cutaneos
lateral e ventral provenientes do nervo intercostal , enquanto que as toracicas caudais
recebem a sua inervagao do 6° e 7° nervos cutaneos (Fossum et al., 2007) .

As glandulas inguinais séo inervadas pelo vasomotor e tanto as glandulas abdominais como
as inguinais podem ainda receber fibras dos nervos que inervam o musculo recto abdominal.
(Silver, 1966).

Estruturalmente a glandula maméria sofre alteracdes de acordo com o sexo, idade e estado
fisiologico do individuo (Carneiro & Junqueira, 2008). Assim entre 0 nascimento e a
puberdade a glandula mamaria cresce isometricamente, ou seja, cresce a mesma
velocidade que o individuo. Nesta fase a glandula mamaria é composta principalmente por
tecido adiposo e uma rede rudimentar e limitada de ductos epiteliais. Na puberdade, devido
a influéncia das hormonas sexuais, em particular do estrogénio, ocorre um desenvolvimento
dos canais mamarios, do estroma e dos vasos sanguineos, pelo que a glandula maméria
cresce alométricamente, ou seja, a uma taxa mais rapida do que o resto do corpo (Hyttel et
al., 2010).

No primeiro estro, a producdo de estrogénio juntamente com a hormona de crescimento,
conduz ao desenvolvimento de um sistema tubular, organizado em lobos e l|6bulos,
envolvidos por um denso estroma conjuntivo (Reece, Erickson, Goff, & Uemura, 2015).

Embora o inicio do desenvolvimento mamario ocorra com o inicio da puberdade, a glandula
mamaria permanece relativamente subdesenvolvida até a altura da gestacdo (G.
Cunningham & G. Klein, 2007). No decurso desta, em particular durante o seu ultimo terco,
h& um crescimento do parénquima mamario caracterizado por um extenso desenvolvimento
I6bulo-alveolar. Nesta fase também ocorre o desenvolvimento glandular, com a proliferacéo
das células epiteliais da por¢cao terminal dos ductos intralobulares e a formacédo dos alvéolos
secretores. A producdo de progesterona e prolactina é indispensavel para que ocorra o
desenvolvimento destes alvéolos a partir das terminagdes dos ductos (G. Cunningham & G.
Klein, 2007). Os alvéolos sédo formados por epitélio cilindrico simples rodeado por células

mioepiteliais, masculo liso e por uma extensa rede vascular e nervosa.

Durante a lactacao, as células mioepiteliais sob a influéncia da hormona ocitocina participam
no processo de expulsédo do leite (Reece et al., 2015). Estas células respondem néo s6 a
ocitocina mas também ao seu proprio alongamento, pelo que quando se exercer forca na
mama cheia de leite, os elementos contrateis sdo subitamente estirados, levando a uma

contraccdo dos mesmos. Este € um mecanismo de esvaziamento local e parece estar

relacionado com os movimentos dos membros anteriores que 0s neonatos apresentam
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aguando da amamentacdo. No Homem as células mioepiteliais podem ser a origem de
algumas formas de tumores mamarios malignos (Silver, 1966).

Também as hormonas tiroideias tém um papel importante no desenvolvimento da mama
pois estdo relacionadas com a taxa metabodlica e com o consumo de oxigénio global pelo
corpo (Reece et al., 2015).

Na altura do parto, verifica-se a existéncia de secrecdo lactea acumulada no lumen dos
alvéolos e uma diminui¢do substancial do estroma conjuntivo. Durante a lactagéo, os ductos
e alvéolos apresentam-se bastante distendidos, e na cadela cerca de 10 dias ap0s o parto
os alvéolos comecam a regredir sendo que passados 40 dias a maioria deles ja foi
reabsorvida permanecendo apenas os ductos, reduzindo-se assim o volume da mama
(Silver, 1966).

3. A ONCOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

3.1. Epidemiologia dos tumores mamarios

Os tumores da pele sdo os mais frequentes no cdo, seguidos dos tumores mamarios e, se
apenas considerarmos o sexo feminino, o tumor da mama surge como o mais frequente,
representando cerca de 70% de todos os tumores diagnosticados na cadela (Euler, 2011;
Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012). Um estudo levado a cabo no Reino Unido
demonstrou uma taxa anual de 205 tumores mamarios em 100.000 animais (Sorenmo,
Worley, & Goldschmidt, 2012), o que est4d de acordo com a taxa de incidéncia anual
anteriormente descrita no estudo de Misdorp (2002) que estabelecia uma relacdo de
198/100.000. De acordo com Cullen et al.,(2002) as cadelas sdo cerca de 4 vezes mais

afectadas por tumores mamarios do que as mulheres.

Mais recentemente, um estudo realizado por Salas et al., (2015) nhuma amostra de 1.917
biopsias de mama de canideos ao longo de um periodo de 10 anos concluiu que, a taxa
anual de tumores mamarios é de 16,8%; e destes 47,7% sao benignos e 47,5% sé&o
malignos. No entanto, as taxas de variacdo em gravidade e malignidade dos processos
oncoldgicos da mama sao altamente variaveis. Alguns autores defendem que o grau de
malignidade na espécie canina varia de 36 a 91,4% (De Oliveira & R. T., 2003), enquanto

outros afirmam que varia entre 41 a 53% (Andrade, Figueiroa, Bissacot, & Rocha, 2010)

Segundo Misdorp (2002), os tumores mais comuns na cadela sdo o Adenoma complexo e 0
Tumor benigno misto (fibroadenomas). Relativamente aos tumores malignos, existe uma

maior prevaléncia dos carcinomas sélidos, seguidos pelos carcinomas tubulares e em menor
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percentagem aparecem o0s sarcomas (3%) e os carcinomas inflamatérios (1%) (Chun &
Garrett, 2010; Misdorp, 2002).

Est4 provado que a incidéncia de tumores mamarios diminui em fémeas submetidas a
ovariohisterectomia precoce e aumenta nos animais sujeitos a terapias inibidoras do estro
com progestageénios. Inclusivamente, o risco de desenvolvimento de tumores mamarios é
tanto maior quanto mais tarde for realizada a ovariohisterectomia. Cadelas esterilizadas
antes do primeiro estro apresentam um risco de desenvolvimento de tumores mamarios
malignos de 0,5%, o qual aumenta para 8% quando esterilizadas apds o primeiro estro e
para 26% quando esterilizadas apdés o seu segundo estro (Euler, 2011; Sorenmo et al.,
2012; Henry, 2014). Em contrapartida o recurso a ovariohisterectomia apds o aparecimento
e desenvolvimento do tumor mamario ndo tem qualquer efeito curativo (Alenza, Pefia, Del
Castilloa, & Nieto, 2002).

As neoplasias mamarias sdo muito raras em animais jovens. A sua incidéncia tende a
aumentar com a idade, sendo mais comuns em cadelas a partir dos 7 anos de idade,
aumentando progressivamente até aos 11-13 anos. Sorenmo et al. (2012) e Euler (2011)
realizaram um estudo na Suécia com uma populagéo de 80.000 cadelas, demonstrando que
o risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria aumenta a medida que a idade avanca,
cujos resultados relatam que em 6% de animais com 8 anos e 13% de animais com 10
anos, foi diagnosticado pelos menos um tumor maméario. A idade média para o
aparecimento de tumores malignos situa-se entre os 9-11 anos, enquanto que para as
displasias mamarias é mais frequente entre os 2-4 anos e para 0s tumores benignos entre
7-9 anos. As neoplasias mistas benignas aparecem cerca de 1-2 anos mais cedo do que 0s
carcinomas (Villalobos & Kaplan, 2007).

A idade média para o aparecimento de cada tipo de tumores mamarios estad também
relacionada com a esperanca média de vida de cada raca. Em geral, animais de racas
grandes tém uma esperanca média de vida inferior aos animais de racas pequenas, pelo
que tendem a ser diagnosticados com tumores mamarios numa idade mais precoce
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

Os tumores mamarios aumentam em frequéncia das glandulas mamarias craneais para as
caudais, ocorrendo a maioria dos tumores nos dois Ultimos pares, ou seja, nas mamas
caudais abdominais e inguinais (Misdorp, 2002). Destes, cerca de 60% tém origem nos
pares inguinais. Embora ainda se desconheca a raz&do de tal ocorréncia, alguns autores
defendem que podera estar relacionada com o maior volume destas glandulas e com as
correspondentes alteracdes proliferativas em resposta aos estrogénios (Queiroga & Lopes,

2002).
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Um estudo realizado por Sontas, et al., (2009), demonstrou que numa amostra de 133
tumores mamarios, 22,5% dos casos tinham envolvimento das mamas toracicas, 30,1% das
abdominais e 47,4% das inguinais. Mais tarde Gupta, et al., (2012), obtiveram resultados
semelhantes, em que a percentagem de tumores mamarios localizados nas mamas
inguinais foi de 56.8%, seguido pelas abdominais com uma incidéncia de 35.2% e por fim
pelas toracicas com 21.5%. Relativamente ao numero de mamas afectadas, em 45% dos
casos estava apenas afectada uma mama, em 33.3% duas, em 15.6% trés e em 5.8%
quatro.

Na cadela é comum a existéncia de multiplos tipos histopatolégicos de tumores (Misdorp,
2002). Também é frequente terem mais de uma glandula afectada e encontrar mais de uma
massa tumoral na mesma mama, passando nestes casos a denominarem-se de neoplasias

multicéntricas (Peleteiro M. , 1994).

Embora mais frequentes em animais de racas pequenas, nao tem sido possivel estabelecer
uma predisposicao racica para os tumores mamarios (Peleteiro M. , 1994), possivelmente
devido as diferentes populagfes de animais utilizadas como amostra nos estudos realizados
por Alenza, et al., (2002) e Salas, et al., (2015).

Dentro das racas de pequeno porte as consideradas de maior risco sédo: os Poodles, os
Chihuahuas, os Dachshunds, os Yorkshire terriers, os Bichon Maltese, e os Cocker
Spaniels. Nas ragcas de maior porte sdo os: Spaniel inglés, Setter inglés, Pointer, Pastor
Alemao, Dobermans, Labrador Retriever, Rottweiler e Boxers (Sorenmo, Worley, &
Goldschmidt, 2012).

3.2. Etiologia do tumor de mama

Varios sé@o os factores relacionados com o aparecimento e desenvolvimento de neoplasias

mamarias, nomeadamente os factores genéticos, os factores hormonais entre outros

(Misdorp, 2002).

3.2.1.Factores genéticos - Anomalias no ADN

Dentro dos factores genéticos consideram-se as anomalias do ADN, 0s genes supressores
tumorais e os oncogenes. No que respeita &s anomalias do ADN, a aneuploidia € um dos
fendbmeno mais frequentes no aparecimento dos tumores maméarios da cadela, sendo
significativamente mais comum em tumores malignos (62%) em comparagdo com O0S

benignos. Os estudos realizados concluiram que ndo existem diferencgas significativas entre
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tumores mamarios primarios e metastases quanto a ploidia do ADN, nem quanto a
aneuploidia e o tipo histolégico do tumor, o seu grau de malignidade, o seu tamanho, ou a
existéncia de metéstases e expressao de receptores de hormonas esterdides. No entanto,
defendem uma associagao entre a fragédo de células em fase S e o prognéstico da doenga,
verificando que a fase S é maior nos tumores malignos e/ou aneuploides, comparativamente

com os benignos e/ou diploides (Misdorp, 2002)

Relativamente aos genes supressores tumorais, 0 p53 é um dos mais estudados,
desempenhando uma func&o importante no controlo da replicacdo do ADN, na proliferacdo
celular e na apoptose de acordo com o anteriormente referido (Kusewitt & Rush, 2007). A
proteina p53 é responsavel por bloquear a divisédo de células que sofreram lesdes no seu
ADN, razdo pela qual se desenvolvem rapidamente niveis elevados desta proteina quando
existe um erro no ADN celular. Consequentemente da-se um aumento da transcricdo de
determinados genes alvo, como o p21 e o GADDA45, os quais tém como func¢éo parar o ciclo
celular e reparar o ADN, respetivamente. No caso da reparacdo do ADN ser completa, a
proteina p53 é rapidamente degradada; ou pelo contrario, se a reparacdo nao for eficaz a
proteina p53 vai desencadear o processo de apoptose (Kusewitt & Rush, 2007).Deste modo
gquando a proteina p53 se encontra inactiva, as lesdes do ADN vdo permanecer e a célula
vai-se multiplicando, permitindo a manutencdo da mutagdo no genoma. Assim se entende
que a expressao da proteina p53 defeituosa esteja associada a uma elevada taxa de
proliferacdo e progressdo tumoral, assim como a um maior risco de recidivas e a um pior

prognostico de doenca oncologica (Euler, 2011).

Zuccari, et al.,(2012) referem no seu estudo que a caveolina -1 também atua como um gene
supressor tumoral, jA que se detetou uma diminuicdo da sua expressdo em tecidos

mamarios com neoplasia relativamente aos tecidos normais.

Quanto aos oncogenes, o oncogene HER2 é o responsavel pela expresséo de factores de
crescimento, e encontra-se presente na maioria das neoplasias malignas primarias da
cadela mas néo nas benignas, ndo tendo contudo sido associado com a invaséo vascular ou
com a metastizacdo regional (Misdorp, 2002). Segundo Sorenmo et al.,(2012), foi
identificada a sua sobre-expressdo em 17-29% dos casos de tumores mamarios malignos
em cadelas. Alguns estudos relacionam a sobre-expressdo do HER2 com caracteristicas
histologicas negativas e com uma menor taxa de sobrevivéncia. Em oposi¢édo existem outros
dois estudos que associam a sobre-expressdo do HER2 a uma maior taxa de sobrevida
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).
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Outros oncogenes de interesse sdo o BRCA2 e o RAD51. O gene BRCA2 encontra-se
sobre-expresso em 50% dos casos de adenocarcinoma mamario em que coexiste
metastizacdo ao nivel dos ganglios linfaticos, e de modo similar para o gene RAD51 que
também parece estar relacionado com tumores mais agressivos (Klopfleisch & Gruber,
2009).

3.2.2.Factores hormonais

As hormonas mais frequentemente associadas ao desenvolvimento tumoral s&o os
estrogénios, a progesterona, os androgénios, a prolactina e a hormona de crescimento
(Misdorp, 2002).

Os estrogénios e a progesterona sdo hormonas necessarias para o normal desenvolvimento
da glandula mamaria, pois para além de serem mitogénicos do epitélio da glandula
mamaria, induzem ainda a proliferacdo epitelial dos ductos intralobulares o que resulta no
aumento do volume da mama (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012). O facto de os
tumores mamarios ocorrerem principalmente em fémeas, ou no caso de surgirem em
machos estarem geralmente associados a presenca de tumores testiculares produtores de
estrogénios, como os sertolinomas, faz realcar o importante papel que estas hormonas

desempenham no desenvolvimento dos tumores de mama (Misdorp, 2002).

Os estudos tém demonstrado que as variagbes hormonais fisiologicas que ocorrem na
glandula mamaria néo influenciam significativamente no risco de desenvolvimento tumoral.
Contudo, a administracdo de hormonas exdgenas (progestinas e estrogénio) tem sido
associada com um risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias de 2-3 vezes superior
ao dos animais ndo sujeitos a este tipo de terapéutica (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt,
2012).

Embora sem consenso absoluto, é aceite que baixas doses de progestinas administradas
isoladamente aumentam o risco do aparecimento de tumores benignos, enquanto, que a
combinacdo de estrogénios e progestinas aumenta o risco de desenvolvimento de tumores
malignos (Misdorp, 2002; Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

Segundo Misdorp (2002), cerca de 40-60% dos tumores benignos e malignos apresentam 3
tipos de receptores: para a progesterona, para 0s estrogénios e para a prolactina. Sorenmo
et al.,(2012) referem que os tumores benignos sdo mais provaveis de expressar receptores
hormonais do que os tumores malignos, o que lhes confere um prognostico mais favoravel.
O mesmo estudo realca que o estado dos receptores hormonais também é influenciado pela
idade do individuo e pela fase hormonal do ciclo estrico em que este se encontra. Assim

sendo, cadelas inteiras, mais novas e em estro tém maior probabilidade de apresentarem
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tumores com receptores hormonais positivos, comparativamente as cadelas esterilizadas,
com maior idade e em fase de anestro. Adicionalmente, a quantidade de receptores
hormonais expressos € inversamente proporcional ao tamanho do tumor e a sua
diferenciacdo em termos histopatoldgicos, pelo que tumores maiores e indiferenciados séo
Menos Propensos a expressar receptores hormonais do que os tumores mais diferenciados
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012). Segundo Sorenmo et al.,(2012), os tumores
malignos apresentam concentragdes significativamente mais altas de hormona do

crecimento, IGF-1, progesterona e estradiol do que os tumores benignos.

A hormona do crescimento para além do efeito estimulador direto sobre os tecidos das
glandulas mamarias, atua também indiretamente através do aumento dos niveis séricos do
factor de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), o qual é responsavel por estimular a
proliferacdo celular da glandula mamaria e regular a expressao de varios genes envolvidos

no processo neoplasico (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

Um estudo realizado por Queiroga et al. (2005) demonstra que existe uma correlagédo
positiva entre os niveis de prolactina e os de estrogénio e progesterona. Baseados nos seus
resultados, apresentaram a hip6tese de que a prolactina pode em parte ser produzida
localmente pelas proprias células neoplasicas. Defendem ainda que, existe uma relagdo
positiva entre a dimensdo e a taxa de crescimento do tumor e os niveis de prolactina,
estrogénio e progesterona presentes nos tecidos, concluindo que estas hormonas
contribuem para a proliferagcdo celular principalmente no caso de tumores malignos

mamarios (Queiroga, Pérez-Alenza, Silvan, Pefia, Lopes, & lllera, 2005).

3.2.3.0utros factores

O peso corporal dos individuos, mais especificamente durante o periodo da puberdade (9-12
meses de idade), tem demonstrado ter um efeito significativo sobre o risco do
desenvolvimento de tumores mamarios. A um menor peso corporal durante esta etapa de
desenvolvimento associa-se um efeito preventivo significativo contra o desenvolvimento dos
tumores mamarios (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

Na mulher, a obesidade tem vindo a ser considerada como um factor de risco para o
desenvolvimento de neoplasias mamarias apds a menopausa. Um dos mecanismos
propostos para a obesidade poder despoletar o desenvolvimento tumoral, consiste na acgéo
desempenhada pelo estrogénio, leptina e adiponectina. O tecido adiposo funciona como um
produtor de estrogénio devido a accao da aromatase nele presente, convertendo o0s
androgénios em estrona, a qual é posteriormente convertida em 1783-estradiol. Assim, o
aumento do tecido adiposo pode predispor a uma maior exposicdo das glandulas mamarias

ao estrogénio (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012). A leptina, é produzida pelos
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adipécitos e apresenta a capacidade de inibir a apoptose e de estimular a proliferacao
celular. Quanto a adiponectina, e embora ela também seja produzida pelo tecido adiposo,
apresenta uma actividade inversa a leptina, ou seja, diminui a proliferagéo celular e promove

a apoptose (Cleary, Grossmann, & Ray, 2010).

4. DIAGNOSTICO E CLASSIFICAGAO HISTOPATOLOGICA DO TUMOR DE MAMA

O diagndstico clinico de tumores mamarios deve ter por base uma boa histéria pregressa
que contemple informacbes relevantes como: a data de inicio da lesdo, o tamanho, o
namero, a consisténcia, a existéncia ou nao de prurido, a velocidade de crescimento, a
presencga ou auséncia de ulceracdo e a fixagdo a pele e tecidos envolventes. Também séo
importantes as informacdes relativas a idade, raca, existéncia ou ndo de peseudo-gestacdes
e irregularidades nos ciclos éstricos, data do Ultimo cio e farmacos que possam ter sido

utilizados (em particular os progestagénios) (Peleteiro M. , 1994).

Os tumores mamarios sdo geralmente faceis de detetar através de um exame fisico
objectivo de rotina. No entanto cadelas de alto risco, especificamente cadelas inteiras e com
mais idade, devem ser sujeitas a um exame mais aprofundado das glandulas mamarias,
incluindo os mamilos (avaliar a presenca ou néo de secrecdo) e dos linfonodos regionais. A
palpacdo da glandula mamaria ndo permite a detecdo de nddulos inferiores a 0,5 cm de
didmetro. Um estudo recente refere que 70% das fémeas inteiras exibem mais de um tumor
na altura do diagnéstico clinico (Peleteiro M. , 1994; Sorenmo, Worley, & Goldschmidt,
2012).

Em todos as situacdes clinicamente suspeitas é recomendada a realizagdo sistematica de
radiografias ao térax para pesquisa de metastases, ndo obstante o facto destas poderem ter
dimensbes reduzidas (inferiores a 0,5 cm) ou estar encobertas pelo coracdo ou pelos
grandes vasos, podendo néo ser visualizadas (Peleteiro M., 1994).

Adicionalmente, os animais suspeitos de carcinoma inflamatério devem realizar provas de
coagulacédo pois correm o risco de desenvolver coagulagéo intravascular disseminada
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

4.1. Classificacdo e estadiamento histopatolégico

A andlise histopatologica é a técnica de eleicdo para o diagnostico do tumor da mama
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012). No que diz respeito aos tumores mamarios a
histopatologia é na maioria dos casos realizada através de bidpsia excisional, dado que

nesses casos a excisdo cirargica € o tratamento de eleicdo. Nessas situacBes ndo é de
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importancia absoluta a realizacdo de bidpsia prévia, exceto em casos especiais como os de
recidiva de neoplasias em animais idosos (Peleteiro, 1994). No entanto, ha autores que
defendem que a realizagdo de bidpsia pré cirargica € Util e decisiva para a escolha da
melhor terapéutica a instituir, permitindo diferenciar lesées neoplasicas de ndo neoplasicas

gue ndo necessitem de ser sujeitas a cirurgia (Morris & Dobson, 2001).

Para que o material enviado para andlise histopatolégica seja representativo, € necessario
recolher amostras de varios locais do tumor, procurando incluir sempre material de zonas de

transicdo entre as lesdes e os tecidos aparentemente s&os.

Em 1974 a organizacdo Mundial de Saulde, publicou a primeira classificacdo histologica
internacional de tumores em animais domésticos. Mais tarde Misdorp et al. (1999)
apresentaram uma nova classificacdo que € reconhecida pela Organizacdo Mundial de
Saude, e que considera 3 grupos: tumores malignos, tumores benignos e lesbes néo
neoplasicas onde se inserem as hiperplasias e displasias de mama. A classificacdo de
Misdorp et al. (1999) é apresentada nos quadros 1, 2 e 3 do Anexo |.

Recentemente, Goldschmidt et al. (2011) propuseram uma nova classificagdo e
nomenclatura histolégica para os tumores e displasias da glandula mamaria em canideos.
Algumas das neoplasias que foram adicionadas no novo sistema de classificagdo estéo
descritas como entidades especificas, e incluem o carcinoma cribriforme (que pertence ao
grupo dos carcinomas simples) e o comedocarcinoma. Outros foram identificados como
variantes malignas de tumores benignos ja descritos e incluem o carcinoma ductal, o
adenoma ductal anteriormente classificado como adenoma basalioide, e o adenoma

intraductal papilar.

Através do estadiamento histopatolégico é possivel atribuir um grau de malignidade
histolégica a neoplasia (Peleteiro & Correia, 1993). Este estadiamento é atualmente feito
com base no sistema de pontuacdo de Elston e Ellis, que avalia 3 caracteristicas
morfol6gicas: o grau de diferenciacéo glandular (avaliado com base na formacéo tubular); o
pleomorfismo nuclear e o0 nimero de mitoses por campo. Cada um destes critérios é
classificado de 1-3 pontos, que posteriormente sdo somados de forma a obter o grau de
malignidade histologica. Assim, o grau de malignidade | corresponde a uma pontuacéo total
de 3 a 5 pontos, o grau Il corresponde a um somatério de 6 ou 7 pontos e finalmente o grau
Il corresponde a um total de 8 ou 9 pontos (Tavasoly, Golshahi, Rezaie, & Farhadi, 2013;
Misdorp, 2002).
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4.2. O estadiamento clinico e o sistema TNM

O estadiamento clinico das neoplasias mamarias tem um papel importante como indicador
de prognéstico e decisor do estabelecimento de um tratamento adequado (Sorenmo,
Worley, & Goldschmidt, 2012). Os tumores mamarios atualmente séo classificados de
acordo com uma versao modificada do sistema defendido por Owens em 1980. Este sistema
tem por base a avaliagdo de varios critérios como: a dimensao do tumor primario (T), a
presenca ou auséncia de metastizacao nos linfonodos regionais (axilares e inguinais) (N) e a
presenca ou auséncia de metastizacao a distancia (pulmao, figado ou linfonodos esternais e
sublombares) (M). Este sistema de classificacdo denominado TNM, sé pode ser utilizado em
carcinomas (Tabela 1). No caso de tumores multiplos, deve ser atribuida uma classificagéo
individual a cada neoplasia (Peleteiro & Correia, 1993).

Tabela 1- Classificagdo TNM dos tumores mamarios em canideos (adaptado de Sorenmo et
al. 2012 e de Peleteiro & Correia,1993 )

Tumor primario Linfonodo Regional Metastases a distancia

T1(a,b,c) < 3cm de diametro NO Auséncia de MO  Sem metastases
maximo metastases detectadas

T2(a,b,c) 3-5cm de didmetro N1(a,b) Presenca de M1  Com metastases
maximo metastases detectadas

T3(a,b,c) >5cm de didmetro Mx Impossivel
maximo avaliacdo da

existéncia de
metastases

Legenda- As categorias T1,T2 e T3 podem ainda dividir-se em trés sub-categorias (a, b ou c), no
caso de o tumor ndo estar aderente pertencera a sub-categorias a , caso esteja aderente aos
planos superficiais serd da sub-categorias b, se estiver aderente aos planos profundos fard parte
sub-categorias ¢ (Peleteiro & Correia,1993).

A categoria N1 também se subdivide em a e b, correspondendo a sub-categoria a, a linfonodos
moveis e a sub-categoria b a linfonodos fixos ao tecidos adjacentes (Peleteiro & Correia,1993)

Posteriormente a classificacdo da neoplasia, € possivel estabelecer qual é o estadio do
processo tumoral em que esta se encontra. Quando existir mais do que uma neoplasia,
considera-se sempre a fase da neoplasia de categoria mais elevada, ou seja, a de maior

gravidade (Peleteiro & Correia, 1993).

Tabela 2-Estadiamento dos tumores mamarios de canideos (adaptado de Sorenmo et al.2012)

Estddio Dimensao Linfonodo Regional Metastases a distancia
I T1 NO MO
I T2 NO MO
1l T3 NO MO
\Y, Qualquer T N1(positivo) MO
\% Qualquer T Qualquer N M1 (metastases)
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5. TERAPEUTICA DO TUMOR MAMARIO

A terapéutica do tumor de mama deve compreender a terapéutica médica e/ou cirtrgica

5.1 Terapéutica Médica

Ao contrario do que se verifica na mulher, na cadela s&o poucos os estudos realizados
sobre a utilizacdo e eficacia da quimioterapia (Lana, Rutteman, & Withrow, 2007). No
entanto, alguns estudos in vitro j& demonstraram a eficacia de alguns compostos
quimioterdpicos como: a doxorrubicina, a cisplatina, a carboplatina, o 5-flurouracil e a
ciclofosfamida (Sartin, Barnes, Toivio-Kinnucan, & Wright, 1993; Lana, Rutteman, &
Withrow, 2007). Contudo ainda ndo existem protocolos exatos para esta opcéo terapéutica,
sdo necessarios mais estudos para determinar qual a combinacdo de compostos
quimioterdpicos mais indicados para o tratamento dos tumores mamarios de cadelas.
Também a utilizacdo de inibidores da Cox-2 neste tipo de terapéutica tem vindo a ser
sugerida como tendo uma eficécia terapéutica e preventiva (Lana, Rutteman, & Withrow,
2007).

Do mesmo modo relativamente a radioterapia, ainda ndo existe informacao suficiente sobre
a sua utilizagdo e eficacia (Rutteman & Kirpensteijn, 2003; Lana, Rutteman, & Withrow,
2007). A sua aplicacdo tem sido reservada para casos em que a remocao cirdrgica €

incompleta ou mesmo impossivel (Lana, Rutteman, & Withrow, 2007).

Como ja foi anteriormente referido, a realizagdo precoce de OVH previne o
desenvolvimento de tumores mamarios nas cadelas (Misdorp, 2002). No entanto, como
terapia adjuvante a mastectomia a OVH ndo aumenta o tempo de sobrevida pés-cirargica
dos doentes (Misdorp, 2002; Lana, Rutteman, & Withrow, 2007). Uma opgéo terapéutica na
hormonoterapia € a utilizacdo de bloqueadores dos receptores hormonais. O composto mais
conhecido deste grupo é o tamoxifeno, o qual embora seja ja amplamente utilizado no
Homem, nas cadelas origina varios efeitos secundarios significativos como: tumefacdo
vulvar, descargas vaginais, incontinéncia urinaria, infec¢cdes do tracto urinario, pibmetra e

sinais de estro (Rutteman & Kirpensteijn, 2003; Lana, Rutteman, & Withrow, 2007).

5.2 Terapéutica Cirargica

Na maioria dos tumores mamarios em canideos, a abordagem terapéutica de eleicdo é a
excisdo cirlrgica (exceto em casos inoperaveis como o carcinoma inflamatério ou a

presenca de metastases). A excisdo cirdrgica tem como vantagens permitir o diagndstico
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histopatologico, poder ser curativa, atrasar a progressao da doenca e melhorar a qualidade

de vida do paciente (Fossum, et al., 2007).

A extensao da excisdo pode ser variavel, e para escolher a técnica cirlrgica mais adequada
€ necessario ter em conta factores como: o nimero e o tamanho do tumor, a sua localizacéo
e ainda o estado clinico e a idade do paciente (Misdorp, 2002). As técnicas cirdrgicas que
podem ser utilizadas na excisdo de tumores mamarios sédo: nodulectomia/ lumpectomia,
mastectomia simples, mastectomia regional e mastectomia unilateral ou bilateral (Sorenmo,
Worley, & Goldschmidt, 2012).

Na nodulectomia apenas € removida a massa em si, e esta indicada para tumores com
diametro até 0,5 cm , situados na periferia da glandula mamaria de consisténcia firme e que
ndo apresentem aderéncias aos tecidos adjacentes (Misdorp, 2002). De acordo com as
recomendacdes atuais, para animais com um Unico tumor mamario com ou sem analise
histopatologica € suficiente a realizacdo de uma nodulectomia, desde que esta permita
remover completamente o tumor da glandula mamaria (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt,
2012).

No caso de tumores de dimenséo inferior a 1 cm de diametro que estejam fixos aos tecidos
adjacentes ou apresentem ulceracdo, a opgao cirdrgica pode ser a excisdo apenas da
glandula maméria afectada ou seja sera suficiente a realizagdo de uma mastectomia simples
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

Segundo Misdorp (2002), quando se trata de um tumor maligno capaz de invadir a
circulacdo linfatica, tanto a nodulectomia como a mastectomia simples aumentam o risco de

recorréncia local, comparativamente com a mastectomia regional ou total da cadeia.

A mastectomia regional consiste na excisdo da glandula mamaria em que se encontra o
tumor e das glandulas adjacentes. Esta técnica esta indicada quando existem multiplos
tumores nas glandulas adjacentes da mesma cadeia ou quando as lesdes se localizam entre
duas glandulas (Fossum, et al., 2007).

A mastectomia total da cadeia envolve a exérese da cadeia mamaria completa, e tem
indicacdo quando existem varios tumores ao longo de toda a cadeia mamaéria. A realizagéo
de uma mastectomia total da cadeia unilateral pode demorar menos tempo e ser menos
traumatica para o paciente e por isso, melhor tolerada do que mdultiplas nodulectomias. Na
presenca de multiplas massas em ambas as cadeias mamarias esta indicada a realizacdo
de uma mastectomia total bilateral, que podera ser realizada em um ou dois tempos

cirurgicos (Fossum, et al., 2007).
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Os linfonodos inguinais devem ser sempre removidos ndo s6 nos casos em que se
procedeu a excisdo da glandula maméria inguinal (estas duas estruturas estédo intimamente
associadas), mas também quando os linfonodos se encontram hipertrofiados ou quando for
detetada presenca de células neoplasicas nos mesmos. Relativamente aos linfonodos
axilares, segundo alguns autores, estes raramente sdo invadidos por células neoplasicas,
devendo ser removidos apenas em caso de hipertrofia ou presenca de células tumorais
(Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012).

6. Progndstico

Os fatores geralmente associados ao progndéstico do tumor da mama sé&o: 1)o tamanho do
tumor, 2) o envolvimento dos linfonodos,3) o estadiamento clinico, 4) a expressao de
recetores hormonais, 5) o grau de malignidade e 6) o tipo histologico (Sorenmo, Worley, &
Goldschmidt, 2012).

1. Tamanho do tumor: alguns estudos indicam que cadelas com tumores de diametro
inferior a 3 cm tém um tempo de sobrevida mais longo que cadelas
com tumores maiores (Kurzman & Gilbertson,1986). Os tumores com
didmetro superior a 3 cm estdo associados a um aumento do risco de
recidiva e diminuicdo do periodo de auséncia do processo neoplasico
identificavel (Martin de las Mulas et al., 2005). No entanto existem
autores que consideram que tal sé acontece quando o diametro do
tumor é superior a 5cm (Morris et al., 1993). Segundo Chang et al.,
2005, existe uma relagéo direta entre a previsdo de um prognéstico
desfavoravel e o aumento do diametro do tumor, assim como a
ocorréncia de metastases nos linfonodos regionais em tumores de

didmetros superiores a 5¢cm.

2. Envolvimento dos linfonodos: A presenca de metastases nos linfonodos regionais
tem sido relacionada com um prognéstico desfavoravel (Chang et al.,
2005).Num estudo em cadelas levado a cabo por Karayannopoulou,
Kaldrymidou, Constantinidis e Dessiris (2005), observou-se uma taxa
de sobrevivéncia, 2 anos apds a mastectomia, de 60% para as que
ndo tinham metastizacdo e de 20% para as cadelas que com

linfonodos infiltrados com metéastases.
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3. Estadiamento tumoral: Através do sistema TNM é possivel avaliar a extenséo do
processo tumoral. Esta avaliagdo tem por base o tamanho do tumor e
o grau de infiltragdo nos tecidos circundantes (Misdorp, 2002). Chang
et al., 2005 demonstraram a existéncia de uma correlacdo positiva
entre fases mais avancadas da doenca e um pior prognostico. Philibert
et al.,, (2003) demonstrou que as cadelas com tumores no estadio
LILII, e IV do sistema de classificacdo TNM apresentaram, ap0s a
mastectomia, um periodo médio de sobrevivéncia de 24,19, 15 e 12

meses respetivamente.

4. Expressao de recetores hormonais: A expressao de recetores é progressivamente
inferior nas displasias/hiperplasias, nos tumores benignos e, por fim,
nos tumores malignos, pelo que se considera que a expressdo destes

recetores esta relacionada com um melhor progndéstico (Misdorp, 2002).

5. Tipo histolégico e grau de malignidade: O prognostico esta relacionado com o
nivel de diferenciacdo tumoral. Os tumores malignos quanto menos
diferenciados, e com maior grau de malignidade, estdo associados a
pior prognostico (Euler, 2011). Relativamente ao grau de malignidade,
Karayannopoulou et al. (2005) descrevem que 0 progndstico é pior para
animais com carcinomas de grau Il de malignidade, quando comparado

com animais com tumores de grau | e Il

7. Classificagdo molecular dos tumores mamarios

7.1 Classificacdo molecular na Mulher

Tanto na mulher como na cadela, a neoplasia mamaria apresenta-se como uma doencga
complexa. O estudo da biologia molecular dos tumores mamarios tem sido uma das grandes
areas de investigacdo em Medicina Humana, com o objectivo de detetar o mais
precocemente possivel a doenca oncolégica antes da sua disseminagao pelo organismo do
paciente. Actualmente a classificagdo molecular dos tumores mamarios utilizada na mulher
esta subdividida em 6 subtipos moleculares, sao eles: Luminal A e B, HER-2, Basal-like,

Normal-like e Claudin-low, descritos por Eroles, Bosch, Pérez-Fidalgo e Lluch (2012):
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1. Luminal A: E o subtipo mais comum, representando cerca de 50-60% do total de
tumores mamarios. E caracterizado pela expressdo de genes ativados
pelo fator de transcricdo RE. O seu perfil imunohistoquimico €
caracterizado pela expressdo de recetores de estrogénio (RE),
Recetores de progesterona (RP), citoqueratina (CK) 8/18 e linfoma de
células B 2 (Bcl-2); pela auséncia de expressao de HER-2 e por uma
baixa taxa de proliferagdo celular. Geralmente tém baixo grau de
malignidade. Os doentes com este subtipo de tumor apresentam um
bom prognéstico com uma taxa de recidiva relativamente baixa (27.8%)
e um tempo de sobrevivéncia médio apds a recidiva de 2,2 anos. O
tratamento € baseado em inibidores da aromatase de 32geracéo,
moduladores seletivos dos recetores de estrogénio (tamoxifeno) e

reguladores seletivos puros dos recetores do estrogénio (fulvestrant).

2. Luminal B: Este subtipo tumoral representa 10-20 % do total dos tumores mamarios,
e em comparagdo com o Luminal A tem um fendtipo mais agressivo,
um pior progndstico, um grau histolégico mais elevado e um maior
indice de proliferacéo celular. A principal diferenca biologica entre este
subtipo e o luminal A é o aumento acentuado da expresséo de genes de
proliferacédo, e também a expressao do recetor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e de HER-2. Relativamente ao peffil
imunohistoquimico é caracterizado pela expresséo de RE e auséncia de
expressdo de HER-2 ou expressdo de RE e de HER-2. Cerca de 6%
dos casos sdo RE/HER-2 negativos. O tempo de sobrevivéncia média
apos a recidiva € menor do que no luminal A (1,6 anos), o seu
tratamento é baseado em tamoxifeno e inibidores da aromatase.
Respondem melhor a quimioterapia neoadjuvante do que o tipo luminal
A, atingindo-se uma resposta completa em 17 % dos tumores luminais

B em comparacédo com os 7% nos luminal A.

3. HER-2-positivo:Este subtipo ocorre entre 15 e 20% dos tumores mamarios.
Apresentam uma sobrexpressdo de genes relacionados com a
proliferacdo celular. Morfologicamente, estes tumores sédo altamente
proliferativos, 75% possuem um grau histolégico elevado e mais de 40%
tém mutagdes no gene p53. O perfil imunohistoquimico € caracterizado
pela sobrexpressao de HER-2 e auséncia de expressao de RE e RP.
Apesar de no geral apesentarem um pior progndéstico, os tumores HER-

2-positivos foram subdivididos em 3 subtipos, jA que um subtipo

25



apresenta uma taxa de sobrevida a 10 anos de 12% e os outros dois de
50-55%. O tratamento anti-HER-2 com trastuzumab permitiu o0 aumento
da sobrevivéncia associada a este subtipo de tumores.

4. Basal-like: Representa 10-20 % do total dos tumores mamarios sendo caraterizado
pela auséncia de expresséo dos 3 principais recetores RE, PR e HER-2
pelo que por vezes sao denominados na prética clinica como a Tripla
negativa, do inglés “Triple Negative”. Clinicamente surgem numa idade
precoce, tendo didmetro elevado na altura do diagnéstico, um alto grau
de malignidade e uma grande frequéncia de metastizacdo nos
linfonodos. O seu padrdo de metastases € muito agressivo com
localizag&o no pulmdo, sistema nervoso e linfonodos.

Tém uma elevada proliferagcdo celular. O perfil imunohistoquimico
caracteriza-se por ser RE-,RP-, HER-, EGFR+, CK5/17+, CK8/18+. Este
subtipo tem um prognéstico mais desfavoravel que os Luminais A, com
uma taxa de recidiva mais elevada nos primeiros 3 anos, apesar de
apresentarem boa resposta a quimioterapia. Estes tumores apresentam
uma elevada taxa de mutacdes nos genes p53, BRAC1 e BRAC2, o que
pode explicar uma maior agressividade e pior prognostico. Uma das
estratégias mais promissoras no tratamento destes tumores € o uso de
inibidores da poli-ADP ribosepolimerase-1. Os quais tém um papel

essencial na reparacao de defeitos no ADN.

5. Normal breast: Representa 5-10% de todos os tumores mamarios. Sao tumores mal
caracterizados, mas sabe-se que expressam genes idénticos aos do
tecido adiposo. Apresentam um prognéstico intermédio entre Luminais e
Basal-like. Também podem ser classificados como “Triple Negative”
devido a auséncia de expressdo de RE, PR e HER-2. No entanto, nao
sédo considerados Basal-like por serem negativos para CK5. Ainda néo
se percebeu bem a sua importancia clinica pois a sua incidéncia é baixa
e existem poucos estudos sobre este subtipo. Na maior parte dos casos

ndo respondem a quimioterapia neoadjuvante.

6. Claudin-low: Representa 12-14% dos tumores mamarios malignos. Este subtipo
carateriza-se por uma baixa expressdo dos genes envolvidos nas
juncdes celulares (tight junctions) e na adeséo intercelular como a
Claudina-3, -4, -7, Cingulina, Ocludina e a E-caderina. Estes tumores

tém também uma baixa expressdo de RE, RP e HER-2 existindo, em
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cerca de 20% dos casos marcacdo positiva para 0s recetores
hormonais, a semelhanca do verificado com os tumores basal-like. Em
termos de prognostico encontram-se entre os luminais e basal-like.

Apresentam ainda uma fraca resposta a quimioterapia neoadjuvante.

7.2 Classificacdo molecular na cadela

Em Medicina Veterinaria tem-se vindo igualmente a verificar um interesse crescente no
estudo e classificagio molecular dos tumores mamarios da cadela. A semelhanca do que
acontece em Medicina Humana, este esquema de classificacdo permitirA um melhor
conhecimento sobre a biologia tumoral, sobre o percurso clinico da doenga, e ainda uma
maior investigagdo de novas estratégias terapéuticas e seus efeitos (Gama, Alves & Schmitt,
2008).

Tendo por base a classificagdo na mulher, Gama et al. (2008), através da técnica de
imunohistoquimica, utilizando 5 marcadores moleculares (RE, HER-2, CK5, p63 e P-
caderina), identificaram 4 subtipos de carcinomas mamarios caninos: Luminal A, Luminal B,

HER-2 positivo e Basal-like.

O subtipo Luminal A foi associado a um baixo grau de malignidade (I ou Il), com uma baixa
taxa de proliferacdo, estando presente maioritariamente em tumores do tipo complexo. Os
subtipos Basal-like e HER-2-positivo foram frequentemente associados aos tumores de tipo
simples e aos carcinossarcomas. O subtipo Basal-like foi o que esteve mais frequentemente
presente em tumores de elevado grau de malignidade (lll), com elevada taxa de proliferacéo

e pior prognaéstico.

Posteriormente Sassi, Benazzi, Castellani e Sarli (2010), utilizando um conjunto de 5
anticorpos dirigidos contra os RE, RP, HER-2, CK14 e CK5/6, identificaram 3 subtipos
moleculares: Luminal A, Luminal B e Basal-like. Nesse estudo, verificou-se uma associagcao
entre o subtipo Luminal A com tumores de grau | e o subtipo Luminal B com tumores de
grau Il e Ill. Em oposi¢cdo ao estudo de Gama et al. (2008), ndo se identificaram tumores
HER-2-positivo, assim como néo foi observada correlagdo entre a classificacdo molecular

dos tumores e a sobrevivéncia.

Em ambos os estudos né&o foi identificado o subtipo Normal-like (existente na mulher). Mais
recentemente Kim, Lim, Im, Kim e Sur (2012) levaram a cabo um estudo, com o objetivo de
determinar se nos tumores mamarios caninos, existia uma distin¢gdo entre o subtipo Basal-
like e o Triple Negative, distin¢cao ja identificada no cancro da mama da mulher (Eroles et al.,
2012). Para tal, basearam-se na expressao de 4 marcadores basais (CK5/6, CK14, p63 e

EGFR).
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Os tumores foram classificados em 2 grupos, de acordo com a expressao de RE, RP e
HER-2, como sendo: Triple Negative e Non-triple Negative. Os resultados obtidos mostram
uma percentagem de tumores Triple Negative de 18,7% e de tumores Non-triple Negative
de 81,3%. No que diz respeito aos tumores Triple Negative, 91,1% destes corresponderam
ao subtipo Basal-like e 8,9% ao subtipo Normal-like. Os autores concluiram que o subtipo
Triple Negative apresenta caracteristicas relacionadas com tumores mais agressivos e de
pior prognostico, sugerindo contudo a realizagdo de mais estudos para confirmar a
existéncia do subtipo Basal-like como entidade separada.

Num estudo com uma amostra de 20 cadelas com carcinomas mamarios, Beha et al. (2012)
identificaram uma discordancia de 35% entre o perfil fenotipico do tumor primario e o
fendtipo das metéstases nos linfonodos. Noutro estudo mais recente, embora limitado a 5
casos, Beha et al. (2014), a discordancia foi de 40% entre o perfil fenotipico do tumor
primario e o fenétipo das metédstases nos linfonodos Estes autores sugerem que esta
discordancia pode dever-se a uma selecdo de uma subpopulacdo de células com maior
agressividade e capacidade de metastizagdo. Assim sendo, a classificagdo molecular das
metastases nos linfonodos, serd um método fundamental para a avaliagdo do prognostico e

adequacéo do tratamento.

8. O oxigénio tecidual

O oxigénio é um elemento fundamental em inimeras reagcfes das vias metabdlicas. Em
condic0es fisiologicas, o aporte de oxigénio aos tecidos é adequado as funcbes que estes
desempenham, pelo que quando existe uma diminuicdo da sua actividade, as vias
metabdlicas deixam de funcionar normalmente, ocorrendo repercussées em todo o

organismo (Silva, 1984). Consideremos 0 oxigénio no tecido saudavel e tumoral.

8.1. O oxigénio no tecido saudéavel

Em teoria, todo o oxigénio captado a nivel dos pulmdes é transportado para os tecidos
periféricos, dependendo de duas variaveis: 1) O débito cardiaco, 2) O teor de oxigénio do
sangue arterial, o qual depende da concentracdo de hemoglobina e da capacidade de
oxigenacdo pulmonar do sangue (Silva, 1984).

No sentido de tentar minimizar o risco de lesdo oxidativa por excesso de oxigénio
(hiperoxia), como por privagdo de oxigénio (hipdxia), as pressdes parciais intracelulares de
oxigénio sdo mantidas num intervalo muito estreito de valores. No entanto, determinadas
variagbes na pressdo parcial de oxigénio nos tecidos sdo possiveis (exercicio fisico

exagerado ou elevadas altitudes) (Silva, 1984).
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A hipoxia resulta de um fornecimento inadequado de oxigénio aos tecidos, 0 que pode ser
causado por vérias condi¢gbes clinicas como: baixa pressao parcial de oxigénio no sangue
arterial (doencas pulmonares); diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio pelo
sangue (devido a anemia, a formacdo de metahemoglobina ou a envenenamento por
monoxido de carbono); diminuicdo da perfusdo tecidual, local ou generalizada e
deterioracdo da geometria de difusdo. Definem-se assim 4 tipos de hipoxia: 1) a hipoxia
aguda, 2) a hipoxia cronica, 3) a hipoxia anémica e 4) a hipoxia toxica (envenenamento por
cianeto ou por monéxido de carbono) (Hocke & Vaupel, 2001).

A hipoxia aguda é consequéncia de um fluxo sanguineo inadequado nos tecidos. Na
presengca de um tumor, a vascularizacdo nele existente tem um desenvolvimento
desorganizado, com anomalias estruturais e funcionais e auséncia de receptores
membranares fisioldégicos. Todos estes factores podem originar alteragdes vasculares como
dilatacbes e espasmos responsaveis pelo desenvolvimento deste tipo de hipoxia (Vaupel &
Harrison, 2004).

A hipoxia cronica por seu lado, é o resultado da elevada proliferagcdo celular. As novas
células formadas empurram as restantes para a periferia, de modo a que se verifica uma
reducdo gradual do aporte sanguineo a essas células. Assim, a medida que o tumor vai
crescendo o fornecimento de oxigénio as células mais afastadas torna-se cada vez menor,
uma vez que o ritmo de crescimento tumoral é de tal forma rapido que ndo é acompanhado
por um correspondente desenvolvimento vascular adequado (Figura 6) (Vaupel & Harrison,
2004). Por esse motivo originam-se zonas de hipoxia no interior da massa tumoral. Esta
hipoxia vai ativar o factor indutivel por hipoxia — 1( HIF-1) e o factor indutivel por hipéxia — 2
(HIF-2) o0s quais vao ativar genes angiogénicos, aumentando assim a densidade e
permeabilidade vascular, e consequentemente o crescimento tumoral (Arvelo & Cotte, 2009;
Lapa, et al., 2015).

No que respeita a hipoxia anémica, ela € causada pela menor capacidade de transporte de
oxigenio pelo sangue, devido & anemia originada pelo tumor (Vaupel & Harrison, 2004).

A hipoxia tumoral parece estar fortemente associada ao desenvolvimento do processo
tumoral, & progressdo maligna do tumor, a presenca de metastases e a resisténcia a
terapéutica instituida ao doente (Arvelo & Cotte, 2009). A hipoxia pode ainda provocar Varias
alteracdes na célula tumoral, denominadamente, paragem do ciclo celular, substituicdo da
respiracdo oxidativa por respiracdo nao oxidativa, promocdo da angiogénese, inibicdo da
apoptose, sobre-expressdo de factores de crescimento e alteracdes protedmicas que
capacitam as células tumorais a adaptarem-se rapidamente a privacdo de oxigénio,

sobrevivendo assim em ambientes desfavoraveis (Vaupel, 2004).

29



A hipoxia esté associada a uma condi¢éo de instabilidade genética, pois afecta a expressao
dos genes envolvidos nos mecanismos de reparacdo de ADN, permitindo que as células
tumorais adquiram capacidade de sobreviverem e desenvolverem-se sem necessidade de
intervencdo de factores de crescimento (Vaupel, 2004 ; Lapa, et al., 2015). Assim, a hipdxia
€ considerada um dos mecanismos com maior valor progndstico, pois esta relacionada com
uma maior agressividade tumoral e maior desenvolvimento de resisténcia as terapéuticas
(Lapa, et al., 2015). Estima-se que nos tumores soélidos, as areas de hipéxia possam afetar
cerca de 60% da massa tumoral, sendo mais frequentes nas zonas centrais da mesma
(Lapa, et al., 2015).

Figura 6- Corte transversal de um tumor sélido ( adaptado de Oliveira & Ricardo, 2002)

células tumorais

@ células oxigenadas
@D células em hipéxia

a» células em necrose

Legenda: Demonstracdo da diminui¢cdo da concentracdo
de oxigénio em relacao a distancia capilar

8.2. O oxigénio no tecido tumoral

Um estudo realizado no Homem, registou os valores da presséo parcial de oxigénio (PO,)
no tecido mamario normal, com doenca fibrocistica e tumoral (com tumores de diferentes
graus e tipos histolégicos). Na maioria dos casos, conclui que os valores de PO, eram
distintamente mais baixos nos tumores malignos, em comparacdo com o tecido normal ou
com a doenca fibrocistica, os quais tém valores de PO, idénticos entre si (normal vs
fibrocistica). Ndo se constatou qualquer relacdo entre o padrdo de oxigenacdo e a
ocorréncia de hipoxia, com o grau histopatolégico do tumor ou mesmo com a extensao das

areas de necrose e de fibrose (Vaupel, Schlenger, Knoop, & Hockel, 1991).
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Outro estudo, obteve resultados semelhantes em que os tumores malignos apresentavam
valores PO, significativamente mais baixos do que os valores presentes no tecido mamario
normal ou com tumores benignos. Neste estudo, os autores encontraram ainda uma relacéo
significativa entre os valores da PO,, a percentagem de hipoxia e anoxia, e 0 grau de
diferenciacdo tumoral (Hohenberger, Felgner, Haensch, & Schlag, 1998).

A média de valores da PO, para o tecido mamario normal foi 57 mmHg, com uma
percentagem de &reas de hipoxia e anoxia de 4% e 2% respetivamente. Relativamente aos
tumores benignos a média foi de 65 - 67 mmHg. Dentro dos tumores malignos, nos
classificados como diferenciados a média foi de 59 mmHg com uma percentagem de areas
de anoxia inferior a 1% e para os tumores pouco diferenciados e indiferenciados a PO, foi
em média de 36mmHg e de 13mmHg com uma percentagem de areas de anoxia de 11% e

21% respetivamente (Hohenberger, Felgner, Haensch, & Schlag, 1998).

Pacientes que apresentavam linfonodos hipertrofiados demonstraram ter uma média de
valores de PO, mais baixos, mas sem diferencas estatisticamente significativas. No entanto,
esses pacientes apresentavam percentagens de areas de hipoxia e anoxia
significativamente maiores em comparagdo com o0s doentes que ndo sofreram hipertrofia

ganglionar (Hohenberger, Felgner, Haensch, & Schlag, 1998).

9. Hipdxia: métodos de detecdo e o seu papel no desenvolvimento tumoral

Varios sao os métodos para detecao de hipdxia tumoral. Para a escolha do método a utilizar
€ necessario ter-se em conta a viabilidade das abordagens disponiveis, o grau de resolucdo
necessaria, o grau de invasdo do método e ainda as consideracdes financeiras. A hipdxia

tumoral pode ser avaliada por 1) métodos diretos e 2) indiretos (Le & Courter, 2008 ).

9.1. Métodos diretos

Elétrodos de oxigénio- trata-se de um método polarografico que foi utilizado durante
décadas. Embora a técnica permita a medicdo direta da PO, do tumor, existem varias
desvantagens que o tornam na pratica dificil para uso geral. As suas principais limitacdes
consistem em: impossibilidade de medi¢cdo da oxigenacdo em determinadas micro regides,
obtencdo de informagbes apenas extracelulares (se for pretendida informagéo intracelular,
terd que se recorrer a outros meétodos), alto custo, método invasivo, dependéncia da
presséo, variabilidade entre observadores, incapacidade de distinguir necrose de hipdxia e

falta de informacgéo espacial sobre hipdxia (Le & Courter, 2008 ).
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9.2. Métodos indiretos

Métodos baseados em ressonancia magnética; tomografia computorizada e (métodos
baseados) em medicina nuclear- Consistem em técnicas imagioldgicas que permitem uma
avaliacdo da hipoxia de uma forma nao invasiva, rapida, dando ainda informacéo sobre a
heterogeneidade do tumor. No entanto, sdo técnicas que actualmente requerem elevados

custos operacionais pelo que nao sdo tao utilizadas (Le & Courter, 2008 ).

Coloracdo imunohistoquimica- € uma técnica intracelular com resolucdo espacial, na
qual é utilizada coloracdo de marcadores endogéneos de hipoxia (produtos de genes) e
exogéneos (quimicos, farmacos), e que tem como vantagem fornecer informacdo da

distribuicdo espacial da hipdxia nos tumores a um nivel micro-regional (Le & Courter, 2008 ).

Marcadores exdgenos- A utilizacdo de marcadores exdégenos de hipoxia baseia-se
na utilizagdo de marcadores injectaveis como o misonidazole e o pimonidazole
(“hypoxyprobe”), os quais podem ser administrados por via endovenosa sendo reduzidos e
ligados a proteinas que contém tiol em células hipoxicas viaveis, tal ligagdo ndo é possivel
na presenca de niveis normais ou elevados de oxigénio. Assim, ao utilizar anticorpos para
detecdo destas ligacbes € possivel obter informagfes quantitativas sobre a oxigenacdo a
nivel intracelular. Geralmente estes compostos marcam area de hipéxia crénica com

valores de PO2 inferiores a 10 mmHg (Le & Courter, 2008 ).

Marcadores enddgenos- As técnicas com marcadores enddgenos de hipoxia
surjem como um método alternativo que nao necessita da administracdo endovenosa de
marcadores para a quantificacdo da hipdxia. Aqui, os marcadores s&o genes e proteinas
cujas expressdes sdo induzidas por exposicdo hipoxica e que sdo quantificados
imunohistoquimicamente a partir de bidpsias do tumor. Um dos marcadores endégenos mais
estudados é o fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1), o qual regula genes que estdo
envolvidos no metabolismo celular, na angiogénese, no processo de metastase e apoptose
(Le & Courter, 2008 ).

O HIF-1 é um heterodimero constituido por duas subunidades: HIF-1a e HIF-13. O HIF-13
esta permanentemente activo, ao passo que o HIF-1a é rapidamente degradado sob
condicBes de normoéxia e estabilizado pela hipéxia. Sob condicbes de hipdxia ndo ocorre
degradacdo do HIF-1a o que leva a sua acumulagdo. As sub unidades HIF-1a eHIF-1j,
formam um heterodimero, que migra para o ndcleo ligando-se ao elemento responsivo a
hipoxia HRE e promovendo a transcricdo e activacdo de genes envolvidos na adaptacédo a
hipdxia, sobrevivéncia celular, angiogénese e metastizacdo, como por exemplo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o factor de crescimento de transformacéo alfa

(TGF-a) o transportador 1 de glicose (GLUT-1) a anidrase carbonica IX, o0s quais tém sido
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amplamente investigados como marcadores enddgenos de prognéstico (Muz, De la Puente,
Azab, & Azab, 2015; Zhang, et al., 2015).

O HIF-1 tem uma fungéo essencial quer nos mecanismos fisioldgicos homeostaticos, quer
nos patoldgicos. Em condicbes de hipdxia tecidular verifica-se um desequilibrio entre a
producdo de fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos, o que culmina no
desenvolvimento rapido e cadtico de novos vasos sanguineos. E o HIF que regula o VEGF
que por sua vez tem um papel vital na angiogénese. A angiogénese consiste na formacéo
de novos vasos a partir da rede vascular ja existente, e é um fendmeno que esta presente
em varias mecanismos fisioldgicos benignos (cicatrizacdo de feridas) e nos malignos. No
entanto, no caso dos tumores, esta neovascularizagdo é frequentemente desorganizada,
sem estrutura adequada a circulagdo, conduzindo com frequéncia ao colapso. A
neovascularizagdo permite um aporte vascular, fornecendo oxigénio e nutrientes
necessarios para o desenvolvimento tumoral. Contudo, mais células implicam maiores
necessidades de oxigénio e nutrientes originando mais hipoxia. Por sua vez, a hipoxia
promove a angiogénese numa tentativa de reverter a condicdo de hipoxia e a apoptose
celular, formando-se assim um ciclo vicioso que contribui para que o tecido tumoral se torne
cada vez mais hip6xico, e com uma vasculatura excessiva mas disfuncional. O aumento da
angiogénese esta associado ainda a ocorréncia de metastases, uma vez que o0 aumento da
permeabilidade vascular facilita a extravasao e circulagédo das células tumorais para tecidos
onde possam escapar ao ambiente hostil, hipdoxico (Muz, De la Puente, Azab, & Azab,
2015).

O HIF-1 promove transicao epitélio-mesenquimal (EMT), através do qual a expressao génica
das células epiteliais é alterada, dotando-as com uma maior capacidade de migrar e de se
tornarem invasivas (Muz, De la Puente, Azab, & Azab, 2015; Zhang, et al., 2015).

Estudos imunohistoquimicos em diversos modelos tumorais, tém demonstrado que a sobre
expressao de HIF-1a esta associado a um aumento de vascularizagdo e metastizacao, e
consequentemente a um pior prognostico. A inibicdo da actividade de HIF-1 utilizando um
oligonucleétido anti-sentido (EZN-2968) deu resultados eficazes num ensaio clinico de Fase
| em neoplasia maligna avancada metastatica. A marcacdo de células hipdxicas com um
pro-farmaco, ativado apenas em ambiente hipoxico, € uma das estratégias mais recentes e
altamente promissoras para reduzir a ocorréncia de metastases (Muz, De la Puente, Azab,
& Azab, 2015).
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10. Método paravaloragédo PO, e SO,

A andlise dos gases sanguineos também designada por gasometria, € um teste que permite
avaliar com preciséo tanto a eficacia das trocas gasosas respiratérias (oxigena¢do) como 0s
parametros metabdlicos (equilibrio acido-base), razédo pela qual tem vindo a ser cada vez
mais utilizada em emergéncias médicas veterindrias. Esta andlise inclui a medicdo de:
pressdo parcial de oxigénio (PO,), pressao parcial de dioxido de carbono (PCO,), pH
sanguineo, saturacdo de hemoglobina (SO,) e i&o bicarbonato (HCO*) (Hammond &
Walters, 1999; Bistner, Ford, & Raffe, 2000).

A PO, representa a tensdo ou pressao do oxigénio dissolvido no sangue. A SO, também
designada de oxihemoglobina, € a fracdo de hemoglobina disponivel para se ligar ao
oxigénio. A PCO, é dependente sobretudo da ventilacao pulmonar e representa a tenséo ou
pressédo de CO, dissolvido no sangue, indicando a diferenca entre a producgéo celular e a
sua remocdo; enquanto que o &0 bicarbonato (HCO*)é o componente ndo respiratorio
regulado pelos rins (Irizarry & Reiss, 2009; Button, 2015).

Os aparelhos de gasometria incorporam na camara de medi¢do, que se encontra sempre
regulada 37°C, trés eléctrodos: o eléctrodo de PO,, PCO, e pH, com anodos e catodos de
metal, submersos em liquidos ou eletrélitos adequados as suas fungfes. Os equipamentos
mais modernos de gasometria contam também com electrodos especificos, ides selectivos,
para a medicdo de varios electrélitos (Na, K, Cl, e Ca ionizado), podendo também
determinar ainda hematdcrito, glucose e lactato (Ruiz, 1999).

Estes aparelhos medem diretamente os valores de pH, O, e CO, A 0os quais sdo
posteriormente utilizados para calcular indiretamente através do nomograma de Siggard-
Andersen, a percentagem de: 1) hemoglobina saturada com oxigénio, 2) dioxido de carbono
total, 3) ido bicarbonato e 4) o excesso de bases (Ruiz, 1999; Button, 2015) .

Para a medi¢do do pH do sangue total é utilizado um eléctrodo de medi¢do de pH (Ruiz,
1999).

Ja no que diz respeito a quantificacao do O,, esta é feita por um polarégrafo o qual consiste
num eléctrodo que gera uma corrente elétrica durante um minuto, cuja intensidade é
proporcional & quantidade de O, presente na amostra (Ruiz, 1999).

Quanto a medicao de PCO, esta é feita através de um eléctrodo, que é colocado num
recipiente onde a amostra de sangue e uma solucdo tampéo de bicarbonato, estéo
separadas por uma membrana permeével ao CO,. Assim o CO, vai difundir-se desde o

sangue até a solucdo tampao mudando o seu pH, que por sua vez € medido recorrendo a
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um medidor de pH. Por fim, recorrendo a equagédo de Henderon-Hasselban (pH = pKa +

g ([a[z?;i])) é calculado o valor de di6xido de carbono (Ruiz, 1999).

Atualmente, existem analisadores de gases sanguineos sob a forma de aparelhos portateis
que permitem realizar o teste de diagndéstico junto do doente. Estes analisadores para além
de permitirem obter resultados de qualidade a um custo relativamente baixo apresentam
ainda as vantagens de: facilidade de manuseamento; necessidade quantidade reduzida de
amostra; rapidez na obtencdo de resultados; possibilidade de utilizagdo de sangue arterial
ou venoso e controlo de qualidade interna através de um sistema que deteta e alerta quando
ocorre algum tipo de erro no processamento da amostra. Estes aparelhos tém vindo a ser
cada vez mais utilizados em Medicina Veterinaria (Verwaerde, Lagente, Farge, F., & P.,
2002; Peirg, Borges, Gongalves, & & Mendes, 2002; Kotanen & Guiseppi-Elie, 2013).

Um exemplo desses analisadores portateis, € o aparelho i-STAT®. Os resultados obtidos
pelo i-STAT®, referentes aos gases sanguineos e electrdlitos, demonstraram valores de
elevada fidelidade e rigor (Grosenbaugh, Gadawski, & Muir, 1998). Utiliza sistemas de
analise em cartuchos que sdo descartaveis e sdo produzidos de forma a conterem todos os
componentes necessarios para a realizacdo de cada analise (Irizarry & Reiss, 2009; Abbott,
i-STAT®1 System Manual, 2013).

Inicialmente o aparelho efetua uma calibracdo automética e em seguida a amostra em teste
€ movimentada para a frente de modo a entrar em contacto com os eléctrodos. O ciclo de
ensaio é completado em 2 minutos e os resultados sao apresentados no ecrd. Se forem
detetados durante o processamento da amostra, erros eletronicos ou mecanicos, o resultado
para o parametro afetado é suprimido, sendo substituido por um cédigo de erro (Abbott, i-
STAT®1 System Manual, 2013). Relativamente a realizacdo da gasometria sanguinea, a
andlise de sangue arterial € o padrdo e o ideal, no entanto, esta andlise a partir de sangue
venoso pode ser uma boa alternativa, uma vez que a colheita arterial € mais dolorosa e de
execucdo mais dificil (Shirani, Salehi, Naina, & Gholmrezaei, 2011).

A PO, do sangue venoso é determinada pelo balanco entre a quantidade total de oxigénio
fornecido e o consumo de oxigénio pelos tecidos. Consequentemente séo varios os factores
que interferem com a PO, do sangue venoso, nomeadamente: o débito cardiaco, o
hematdcrito, a ventilagdo pulmonar, o metabolismo tecidular e 0 consumo de oxigénio pelos
tecidos (Hopper, 2005).
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO EXPRIMENTAL

1. Objetivo do estudo

O presente estudo teve como objectivo:
1) Quantificar o valor de PO, e SO, para caracterizagdo dos niveis de hipoxia na
vascularizagdo do tumor de mama em cadelas submetidas a cirurgia oncologica do

tipo mastectomia (parcial ou total).

2. Materiais e Métodos

O estudo utilizou uma amostra de 32 cadelas (N=32), da espécie Canis familiaris do género
feminino, avaliadas no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (HE-FMV ULisboa), e no Centro de Medicina Veterinaria Anjos de
Assis (CMVAA) no Barreiro. A amostra foi dividia em 2 grupos: 1) o grupo de controlo,
denominado por grupo GC (N=12) formado por individuos submetidos a ovariohisterectomia
electiva (OVH); e 2) o grupo de estudo, denominado por grupo GM(N=20) formado por
doentes submetidas a mastectomia devido a presenca de doenga oncolégica da mama.

Todas as cadelas apenas foram incluidas no estudo apés a assinatura pelos proprietarios de
um termo de consentimento. Os critérios de inclusdo considerados para a introducdo dos

animais no estudo foram os seguintes :

a) Todas as cadelas dos grupos GM e GC apresentaram um exame fisico objetivo e
laboratorial apto para a realiza¢do da cirurgia(OVH, mastectomia parcial ou total);

b) As cadelas do grupo GM tinham um intervalo de idades situado entre 7-13 anos, de
acordo com a bibliografia consultada;

c) Nenhuma cadela do grupo GM foi submetida previamente a terapia hormonal para

controlo do estro.

Para a determinacdo dos valores de PO, e SO, foram realizadas duas colheitas biolégicas
de sangue, cada uma com um volume de 0,4ml, em cada uma das cadelas. Os locais de
colheita foram a veia epigastrica superficial caudal da mama e a veia safena, utilizando-se
para tal, seringas de insulina e agulhas 25 G. A opc¢éo de realizar a colheita de sangue na
veia epigastrica superficial caudal da mama associou-se ao facto de a maior parte dos
tumores mamarios na cadela se localizarem nas mamas caudais abdominais e inguinais

sendo a drenagem venosa destas mamas assegurado pelas veias epigastricas superficiais
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caudais da mama. Em cada doente do grupo GM foi puncionada a veia epigastrica
superficial caudal associada a drenagem venosa da mama com tumor mamario.

No grupo GC, a puncao da veia epigéstrica superficial caudal foi realizada com as cadelas ja
sob anestesia, durante a fase de tricotomia e lavagem pré-cirirgica da regido abdominal. No
grupo GM a puncdo da veia epigastrica superficial caudal foi realizada intra-cirurgicamente,
e apos o rebatimento da cadeia mamaria sujeita a exérese, de modo a evitar uma possivel
disseminacao de células neoplasicas e simultaneamente obter uma melhor visualizacdo da
veia. A colheita do sangue ao nivel da veia safena foi realizado com o objectivo de ter uma
amostra de sangue periférico, servindo assim de controlo para os parametros a serem
analisados, sendo realizada em ambos os grupos com as cadelas ja anestesiadas. Apés
colheita sanguinea, procedeu-se de imediato a sua analise utilizando para tal o aparelho i-
STAT® da Abbott com o perfil analitico CG4+, indicado para a analise da gasimetria
sanguinea e que avaliou os seguintes parametros: o pH, a pressao parcial do diéxido de
carbono (PCO,) e do oxigénio (PO,), o excesso de bases (BE), o bicarbonato (HCO%), o

total de dioxido de carbono (TCO,), a saturacdo de oxigénio (SO,) e o lactato(tabela 3).

Tabela 3- ParAmetros avaliados pelo CG4+ e respectivos valores referéncia para sangue venoso
(adaptado de Abbott, i-stat produtos,2016 e Waddel,2012)

Parametro Valor de referéncia
pH 7,31-741

PCO, 41-51 mmHg

PO, 30-42 mmHg

BE (- 2)-(+3) mmol/L
HCO4 23-28 mmol/L

TCO, 24-29 mmol/L

SO, 89-90 %

Lactato 0,90-1,70 mmol/L

O protocolo terapéutico peri-operatério foi igual para todas as cadelas de ambos os grupos,
consistindo em: amoxicilina com acido clavulanico (Synulox®, Laboratérios Pfizer, Lda) (10
mg/kg/IM), carprofeno (Rimadyl®, Laboratérios Pfizer, Lda) (4mg/kg/SC), buprenorfina
(Bupag 0,3mg/mi®, Richter Pharma AG) (0,02mg/kg/IM) variando apenas no facto de as

cadelas do GM terem sido sujeitas a infiltracdo local da sutura com lidocaina a 2%
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(Anestesin ®, Laboratério Serologico). Em ambos os grupos a inducdo anestésica foi
efetuada utilizando propofol a 1% (Propofol Lipuro 10 mg/ml (1%) ®, B. Braun, Lda) (4-
6mg/kg/lV), seguida de uma manutencao anestésica com isoflurano a 2% (IsoFlo®, Esteve
Veterinaria), vaporizado em 1L de 100% oxigénio/minuto), em circuito semi-fechado.

Durante todo o procedimento cirirgico, todos as cadelas foram submetidos a fluidoterapia
com cristaloide NaCl 0,9%, a uma taxa de manutencdo de 2 ml/kg/h.

Todos os dados obtidos foram organizados em tabelas no programa Microsoft Office Excel
(Microsoft® Office 2007), e posteriormente efectuada a andlise estatistica dos dados através
do programa softwareR® e respetiva extensdo R Commander.

A analise estatistica conciliou a estatistica descritiva e a inferencial. A estatistica descritiva
permitiu fazer o calculo das caracteristicas amostrais: média, desvio padrdo, maximo,
minimo e mediana das variaveis em estudo, a PO, e SO, Para a estatistica inferencial
utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para testar a normalidade dos dados para cada uma das
variaveis em estudo. Uma vez confirmada a normalidade da distribui¢cdo, para a comparacao
entre os dois grupos (entre GC e GM) foi utilizado o teste t-student. Foi considerado um
nivel de significancia de 5% (valores de p<0,05 foram considerados significativos) e o nivel

de confianca de 95%.
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CAPITULO IV — RESULTADOS

Nenhuma cadela esteve anteriormente sujeita a terapia hormonal para inibicdo do estro.

No que respeita a caracterizacdo da amostra, o GC representou 37,5% e o GM 62,5% do
total da amostra (Grafico 1). O grupo GC teve a média de idades de 3,00+2,99 anos e o

grupo GM uma média de 10,75+ 2,43 anos.

Grafico 1-Caracterizagdo da amostra por grupos
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Relativamente a raga das cadelas, o total da amostra foi caracterizado da seguinte forma:
Beagle, Dalmata, Pastor Alemé&o, Pitt Bull Terrier, West Highland White Terrier, Boxer, Galgo
whippet, Jack Russel, Pastor Belga, Spitz Alem&o e Yorkshire com o valor de 3,12%
respetivamente, Caniche com 6,25 %, Bulldog Frances com 9,38% e sem racga definida com
50% (Grafico 2).

Grafico 2-Caracterizacdo da amostra por racas
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Particularizando o factor raca em cada grupo verificou-se que a sua distribuicdo no grupo
GC foi a seguinte: Beagle, Dalmata, Jack Russel e Pastor Belga com 8,33% cada uma,
Bulldog Frances com 25% e sem raga definida com 41,68%. Para o grupo GM os resultados
foram: Pastor Alemé&o, Pitt Bull Terrier, West Highland White Terrier, Boxer, Galgo whippet,
Spitz Aleméao, e Yorkshire com 5% respetivamente, Caniche com 10 % e sem raga definida
com 55%.

Tendo em conta o procedimento cirargico realizado, as mastectomias foram classificadas
em bilateral (removidas as duas cadeias mamérias) e unilateral (remo¢édo de apenas uma
cadeia mamaria). Do total dos individuos do grupo GM, apenas 4 realizaram mastectomia
bilateral (20%) e 16 unilateral (80%) (Gréfico 3).

Grafico 3-Distribui¢do das cadelas do grupo GM de acordo com o procedimento cirdrgico realizado
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No que diz respeito a classificacao histopatoldgica das neoplasias presentes nas cadelas do
grupo GM obteve-se, por ordem crescente, a frequéncia apresentada na seguinte tabela,
(Tabela e Gréfico 4) :

Tabela 4- Tipos histopatoldgicos de tumor e respetivas frequéncias

Tipo histopatolégico de tumor Frequéncia (%)
a) Adenoma simples 5
b) Adenoma mamario complexo do tipo tubular 5
c) Fibroadenoma quistico de baixa celularidade 5
d) Tumor misto benigno 5
e) Carcinoma mamario simples do tipo mucinoso 5
f) Carcinoma anaplasico 5
g) Carcinoma mamario de tipo soélido 25
h) Carcinoma mamario do tipo tibulo-papilifero 45

40



Gréfico 4-Classificagao histopatoldgica dos tumores mamarios presentes no grupo GM e respetivas
frequéncias
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Quanto a localizagdo dos tumores maméarios verificou-se a seguinte frequéncia
relativamente as mamas afectadas: toracicas craneais (1) (3,15%), toracicas caudais (2)
(6,25%), abdominais craneais (3) (21,85%), abdominais caudais (4) (31,25%) e as inguinais
(5) (37,5%). Do total das cadelas do grupo GM, 60% possuiam mais do que um tumor

mamario ou seja apresentavam tumores mdaltiplos.

Grafico 5- Frequéncia relativa a localizagdo dos tumores mamarios
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Relativamente as dimensdes dos tumores mamarios, foi registada a dimensao do eixo maior
do tumor. No caso de tumores multiplos considerou-se apenas a medida do tumor de maior
dimensdo. A média dos valores obtidos foi de 31 mm, com um valor minimo de 3mm e um
valor maximo de 120 mm, como se pode observar na figura 7. A percentagem de tumores

com dimens@es de eixo maior, menor que 50 mm foi de 90%.
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Os resultados obtidos quanto a caracterizacdo da amostra sanguinea permitiu verificar que
em ambos os grupos (GC e GM), os valores de pH, referentes quer a amostra colhida na
veia safena quer a colhida na veia epigastrica, se encontravam dentro dos valores de
referéncia (7,31-741) em todos os individuos.

Observou-se ainda que das 20 cadelas que apresentavam tumores mamarios, s6 5 (25%)
estavam esterilizadas e apenas 2 (10%) tinham sido submetidas a OVH antes do segundo
estro.

Figura 7-Boxplot das dimensées do eixo maior dos tumores mamarios
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Relativamente aos valores das variaveis em estudo, PO, e SO,, de ambos os grupo (GC e

GM), estes encontram-se descritos na tabela 5.

Tabela 5-Caracteristicas amostrais das varidveis PO, e SO, dos grupos GC e GM

Grupo Variavel Média Desvio Padrdo Maximo Minimo Mediana
PO, Veia safena (mmHQ) 125,20 45,40 200,00 54,00 124,70
ae PO, Veia epigéstrica (mmHg) 130,100 51.72 202,00 56,00 130,80
SO, Veia safena (%) 97,58 3,34 100,00 88,00 99,00
SO, Veia epigéstrica (%) 97,92 3,56 100,00 90,00 99,50
PO, Veia safena (mmHg) 122,93 60.11 217,00 31,70 115,10
GM PO, Veia epigéastrica (mmHg) 166,50 49.95 237,00 59,8 177,00
SO, Veia safena (%) 94,71 7,61 106,00 77,00 98,35
SO, Veia epigéstrica (%) 92,99 8,36 100,00 62,00 93,00
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Figura 8- Boxplots dos valores da variavel PO, e SO, obtidos por colheita de sangue da veia
epigastrica, nos dois grupos de estudo
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Figura 9-Boxplots dos valores da variavel PO,, obtidos por colheita se sangue da veia safena e da
veia epigastrica caudal da mama, no grupo GC
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Figura 10-Boxplots dos valores da variavel PO,, obtidos por colheita se sangue da veia safena e da
veia epigastrica caudal da mama, no grupo GM
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Figura 11-Boxplots dos valores da variavel SO,, obtidos por colheita se sangue da veia safena e da
veia epigastrica caudal da mama, no grupo GC
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Figura 12-Boxplot dos valores da variavel SO,, obtidos por colheita se sangue da veia epigastrica
caudal da mama, no grupo GM
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Com base no teste de Shapiro-Wilk, o pressuposto de normalidade da variavel PO, foi
aceite, quer nos valores obtidos na colheita sanguinea da veia safena (p= 0.10) quer nos
obtidos na colheita sanguinea da veia epigastrica (p= 0,13). Assim sendo, utilizou-se o teste-
t student para amostras independentes, com o objectivo de avaliar se o valor da PO, obtido
a partir da colheita de sangue da veia epigastrica variava entre os grupos GC e GM. O valor
obtido foi de p=0,06 o que permite concluir que a diferenca entre grupos nao foi
estatisticamente significativa.

No caso da variavel SO,, a normalidade foi rejeitada para os valores obtidos quer na veia
safena (p= 4.73 x10®) quer na veia epigastrica caudal (p= 2.11 x10”). Desse modo utilizou-
se 0 método ndo paramétrico Wilcoxon signed-rank test para avaliar se o valor da SO,
obtido na colheita de sangue da veia epigastrica caudal variava entre os grupos GC e GM. O
valor obtido foi de p=0.64, permitindo concluir que a diferenca entre grupos nado foi

estatisticamente significativa.
44



CAPITULO V - DISCUSSAO DE RESULTADOS

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que a idade média de diagndstico
de tumor mamario foi de 7 anos, o0 que estd de acordo com o estudo de Villalobos &
Kaplan,(2007) que refere que o diagnostico de tumores mamarios antes dos 5 anos de idade
€ uma condicéo rara.

A maioria dos tumores mamarios ocorrem em animais de meia-idade, a literatura refere
ainda que o intervalo de idades para o diagnéstico de doenca oncoldgica da mama na
cadela é entre os 10 e os 11 anos (Morris & Dobson, 2001), o que est4 de acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo, ja que a média de idades do diagnostico de tumor

mama@rio foi de aproximadamente 11 anos.

O risco de desenvolvimento de tumores mamarios na cadela diminui significativamente
guando o animal é sujeito a OVH precocemente, sendo que esse risco varia consoante a
OVH seja realizada antes do primeiro, antes do segundo ou até aos 2 anos de idade,
apresentando respetivamente os valores de 0,5%, 0,8% e 26% (Sorenmo, Worley, &
Goldschmidt, 2012). A partir dos 2 anos de idade ja ndo existe relagédo entre a realizacéo de
OVH e a diminuicdo da probabilidade de desenvolvimento de tumor mamario (Sorenmo,
Worley, & Goldschmidt, 2012). Os resultados obtidos séo reflexo disso mesmo ja que,
apenas 25% das cadelas (n=5) que apresentaram tumores mamarios eram esterilizadas e

s6 10% (n=2) tinham sido submetidas a OVH antes do segundo estro.

N&o é simples estabelecer uma predisposicao récica para a presenca de tumores mamarios
devido ha grande variagdo de doentes utilizadas na amostra dos diversos estudos (Alenza,
Pefia, Del Castilloa, & Nieto, 2002). No entanto segundo o estudo de Salas et al.,(2015),
existe uma maior incidencia de tumores mamarios em cadelas de raca definida (80%)
comparativamente 4s cadelas sem raca definida (20%). Neste trabalho 55% das cadelas

estudadas e que apresentavam tumores mamarios eram animais sem raca definida.

Embora seja aceite que a incidéncia de tumores mamarios aumenta em animais sujeitos a
terapias com analogos sintéticos da progesterona (Sorenmo, Worley, & Goldschmidt, 2012),
no presente estudo ndo foi possivel concluir nada sobre esse assunto ja que, nenhuma
cadela da amostra foi submetida a esse tipo de terapia hormonal, respeitando assim um dos
critérios de inclusdo do estudo.

MacPhail, (2013) refere que a incidéncia de tumores mamarios malignos na cadela varia
entre 35 a 50% e compara o0 total de tumores mamarios caracterizados

histopatologicamente, apresentando um resultado em que 20% eram de origem benigna e
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80% de origem maligna, o que também se verificou no presente estudo. Relativamente ao
tipo histopatolégico, os resultados obtidos mostram uma prevaléncia dos carcinomas tubulo-
papiliferos com um valor de 45% seguido pelos carcinomas sélidos com um valor de 25%, o
que ndo estd de acordo com Chun & Garrett, (2010) que descrevem os carcinomas soélidos
como o tipo histolégico mais comum de tumor maméario na cadela, seguido dos carcinomas
tubulo-papiliferos.

Esta descrito que na cadela a incidéncia de tumores mdultiplos é maior do que a incidéncia
de tumores Unicos, situando-se entre os 50-70% (Misdorp, 2002).0s resultados obtidos no
estudo demonstram o mesmo, verificando-se uma percentagem de tumores multiplos de
60% da amostra.

De acordo com Sorenmo et al., (2012), a maioria dos tumores mamarios ocorrem nas
mamas abdominais e inguinais, o que estd em concordancia com os resultados do presente
estudo, pois constatou-se que as mamas mais afectadas foram as abdominais com uma
incidéncia total de 53,1%, sendo que 21,85% correspondiam as abdominais craneais e

31,25% &s abdominais caudais, seguidas pelas mamas inguinais (37,5%).

No que diz respeito a analise estatistica realizada no trabalho, é necessario uma
interpretacdo cuidada dos resultados, pois a dimens&o da amostra afeta significativamente o
valor de p. Ao referir que algo é estatisticamente significativo, tal pode n&o corresponder a
“significativo” do ponto de vista clinico. Quando se conclui que uma diferenca nédo é
significativa, isso ndo indica propriamente que as médias sejam iguais, ou que nao exista
um efeito substantivo, significa sim que ndo houve evidéncia suficientemente forte para
provar que essas diferencas eram significativas. Assim se percebe que o significado clinico
deve ser o primeiro a ser considerado e sO depois o0 significado estatistico do resultado

obtido na amostra (Loureiro & Henriques Gameiro, 2011).

A tensao de oxigénio (PO,), pode ser descrita de um modo simples como a for¢a que as
particulas de oxigénio exercem nas paredes de um recipiente fechado (Yamamoto, 2002).
Em fisica é sabido que os gases deslocam-se rapidamente, pelo que a PO, de um gas
tende a tornar-se semelhante ao valor de PO, de uma amostra que esteja em contacto direto
com ele por um periodo minimo de 5 segundos. Se considerarmos que a pressao
atmosférica ao nivel do mar é de 760 mmHg e que o ar atmosférico contém 21% de
Oxigénio, é possivel concluir que o ar que respiramos tem uma PO, de 160 mmHg. Assim,
em qualquer liquido que se encontre exposto ao ar a sua PO, vai rapidamente equilibrar-se
com a do ambiente, ficando o liquido com um valor de PO, de 160 mmHg (Yamamoto,
2002).
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Ao contrario da PO, que pode ser mensurada em qualquer fluido, a SO, apenas pode ser
medida a partir do sangue. A PO, e a SO, estdo relacionadas entre si através da curva de
dissociagdo da hemoglobina (Yamamoto, 2002). Esta curva é feita tendo no eixo vertical a
SO, e no eixo horizontal a PO,, e através dela € possivel verificar que a saturacdo de
oxigénio aumenta enquanto a PO, for aumentando até ao ponto em que a SO, alcancar os
90-100% (altura em que todos os locais de ligacdo do oxigénio na hemoglobina ja contém
oxigénio) pelo que a partir deste ponto mesmo que a PO, continue a aumentar o valor de
SO, manter-se-a sempre constante, pois a SO, ndo aumenta para alem dos 100%
(Yamamoto, 2002).

No caso dos doentes estarem sujeitos a suplementacdo de oxigénio, a PO, inspirada
aumenta para os 200mmHg, 400mmHg ou até valores mais elevados dependendo da
gquantidade de O, inalado (Yamamoto, 2002). No presente estudo as cadelas encontravam-
se conectados a um sistema de administracdo de anestesia volatil, em circuito semi-fechado
(2% isoflurano vaporizado em 1L de 100% oxigénio/minuto), o que justifica o facto de todos
os individuos da amostra, independentemente do grupo a que pertenciam apresentarem
tanto na veia safena como na veia epigastrica, valores de PO, superiores ao intervalo de

referéncia.

O oxigénio é transportado no sangue sobre duas formas:1) dissolvido no plasma e 2) ligado
reversivelmente a hemoglobina (proteina que transporta o O, no sangue, cada molécula de
hemoglobina é capaz de transportar 4 moléculas de O,) (Cunningham & J., 2007).

Na presenca de uma PO, dentro de valores fisiol6gicos, apenas uma pequena parte de
oxigénio esta dissolvido no plasma, ja que o oxigénio apresenta uma baixa solubilidade na
agua. Na presenca de valores de PO, elevados, a percentagem de oxigénio dissolvido no
plasma torna-se significativa, a lei de Henry mostra que a quantidade de O, dissolvido no

plasma é diretamente proporcional ao valor PO, (Pittman, 2001):

[Oz] =a P02

a=0.003 ml O2 (100 ml plasma)-1 mm Hg-1 (Pittman, 2001)

Sao véarios 0os métodos que existem para detecdo de hipoxia tumoral. Para escolher o
método a utilizar deve-se ter em conta os seguintes factores: 1) a viabilidade das
abordagens disponiveis, 2) o grau de resolucdo necessaria, 3) a invasdo do método, 4) as
consideracoes financeiras (Stone, Brown, Philips, & Sutherland, 1992). Neste estudo optou-
se pela utilizacdo do aparelho portétil i-STAT®, com o respetivo perfil analitico CG4+, que
esta indicado para a realizacdo da analise dos gases sanguineos, tem a vantagem de ser

movel, de facil utilizacéo e estar disponivel nos locais onde foram recolhidas as amostras .
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O estudo utilizou amostras de sangue venoso, as quais foram analisadas imediatamente
apoés a colheita, uma vez que o valor de PO, pode ser alterado pelo contacto prolongado
com o ar ambiente (Pittman, 2001).

Embora esteja descrito que a analise de sangue arterial é o padrao e o ideal para a
realizacdo da gasometria sanguinea, neste estudo utilizou-se sangue venoso, ja que a sua
colheita € menos dolorosa e mais facil de realizar em comparagdo com a colheita arterial
(Shirani, Salehi, Naina, & Gholmrezaei, 2011). Tendo em conta o objectivo deste trabalho,
considerou-se que a determinacdo dos valores PO, a partir sangue venoso seria 0 mais
indicado, uma vez que estes valores sdo determinados pelo balanco entre a quantidade total
de oxigénio fornecido e o consumo de oxigénio pelos tecidos, sendo assim possivel avaliar o

metabolismo tecidular e o consumo de oxigéenio pelos tecidos (Hopper, 2005).

No grupo GC tanto os valores das médias como os do desvio-padrdo, obtidos por colheita
na veia safena (¥=97,58%; c=3,34) e na veia epigastrica (¥=97,92%; ¢=3,56) foram muito
semelhantes (Tabela 5). Ja no grupo GM embora apresentem valores similares é possivel
verificar uma pequena diferenca entre os valores das médias bem como do desvio-padréo,
obtidos por colheita na veia safena ( x =94,71%;06=7,61) e na veia epigastrica
(x =92,99%;6=8,36), verificando-se que neste grupo, a média dos valores de SO, é

ligeiramente menor na veia epigastrica (Tabela 5).

Com a andlise descritiva do parametro SO,, foi possivel constatar que a média do valor
deste parametro foi sempre superior a 90 mmHg, independentemente do grupo e da veia em
gue a amostra foi colhida (Figuras 11 e 12). Este resultado esta de acordo com o que seria
espectavel segundo a literatura, ja que 0s animais se encontravam todos com
suplementacédo de oxigénio (Yamamoto, 2002). Nao foi possivel estabelecer uma correlacéo
estatisticamente significativa para os valores obtidos entre os grupos GC e o GM

relativamente ao valor de SO, da veia epigastrica, uma vez que o valor-p> 0,05.

Relativamente a PO,, em ambos os grupos os valores de PO, registados na veia epigastrica
foram superiores aos da veia safena (Figuras 9 e 10). Embora ndo se encontre uma razao
clara para tal acontecimento, este pode relacionar-se com o facto de a recolha de sangue na
veia epigastrica ndo ser realizada no exato momento da recolha de sangue na veia safena.
Este atraso da recolha da amostra sanguinea na veia epigastrica, prende-se com o facto
deste procedimento ser de execucdo mais dificil e demorado do que a puncdo da veia
safena. Assim se percebe que no grupo GM a média de valores da PO, da veia epigastrica
seja um pouco superior a média do grupo GC (Figura 8), ja que na mastectomia a recolha
de sangue foi efectuada aquando o rebatimento da cadeia mamaria, 0 que acarreta um

tempo de espera maior até a realizacdo da colheita sanguinea. Adicionalmente, algumas
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das fémeas do grupo GM realizaram no mesmo tempo cirdrgico uma OVH antes da exérese
da cadeia mamaria. Neste tempo de espera até a puncdo da veia epigastrica, a doente
continua a inalar oxigénio a uma concentracdo superior a do ar atmosférico, aumentando
assim a PO, do sangue. Comparando o valor da PO, referente a colheita da veia safena
entre os dois grupos, verificou-se que embora ambos apresentem valores muito proximos de
x=125,20 mmHg para o grupo GC e de x=122,93 mmHg para o grupo GM, o desvio padréo
do grupo GM (6=60,11) foi superior ao do grupo GC (c=45,40), o que indica que os dados
do grupo GM estéo dispersos por uma maior gama de valores.

A comparacao dos valores de PO, da veia epigastrica entre os dois grupos, permitiu verificar
gue ndo existe uma correlacdo estatisticamente significativa entre os valores obtidos de
variagdo de PO, com a presenca de tumor de mama, o que nao esta de acordo com a pouca
literatura existente sobre o assunto (Vaupel, Schlenger, Knoop, & Hockel, 1991;
Hohenberger, Felgner, Haensch, & Schlag, 1998). Existem alguns factores que podem
ajudar a perceber a razdo pela qual esta relacdo né&o ter sido comprovada com o presente
estudo, nomeadamente, a utilizacdo de uma amostra de pequena dimensdes a qual de
associou uma variacdo consideravel nos tipos histolégicos de tumor. Tendo em conta que
nos tumores o elevado ritmo de proliferagcdo celular leva a que as novas células formadas
empurrem as existentes para a periferia, expondo-as assim gradualmente a uma menor
gquantidade de nutrientes e oxigénio, esse fornecimento inadequado de oxigénio ira originar
hipoxia ou mesmo de andxia a nivel celular (Hocke & Vaupel, 2001). Estas micro-regides de
pressdes parciais de O, muito baixas ou mesmo nulas, estéo distribuidas heterogeneamente
dentro da massa tumoral e podem estar localizadas adjacentes a regibes com pressdes
parciais de O, normais (Hocke & Vaupel, 2001). Assim se entende que as medi¢des a nivel
sanguineo acabam por ndo conseguir refletir as variacdes existentes na pressédo parcial de
O, no tumor, razdo pela qual, se utlizam atualmente métodos indiretos de
imunohistoquimica para detecdo da hipdxia tumoral (Le & Courter, 2008 ). Contudo a
impossibilidade de acesso a esta técnica e a falta de verbas para a sua realiza¢éo constituiu
um impedimento a sua escolha como método de determinacdo dos niveis de hipoxia
tumoral.

E também aceite que, os tumores de tipos e em estadios semelhantes podem diferir na
fracdo de células que se encontram em situacdo de hipoxia (Hockel & Vaupel, 2016), pelo
gue esta caracteristica tumoral constituiu também uma condicionante que deve ser
considerada.

O conjunto das limitagBes referidas, terd contribuido para que os valores obtidos neste
estudo ndo apresentassem um nivel de significancia com valor estatistico aceitavel, as quais

devem ser consideradas durante a interpretacéo e avaliacdo dos resultados obtidos.
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CAPITULO VI- CONCLUSAO

Relativamente ao objectivo do presente estudo, embora tenha sido possivel quantificar o
valor de PO, em cadelas submetidas a mastectomia por presenca de doencga oncoldgica,
ndo foi possivel provar a existéncia de uma diferenga estatisticamente significativa entre os
valores da PO2 entre os doentes oncoldgicas vs saudaveis. Factores como: 1) o reduzido
tamanho da amostra, 2) as limitacdes financeiras e de acesso a métodos de
imunohistoquimica para avaliagdo da hipdxia tumoral, foram os principais factores que

concorreram para os resultados obtidos.

O tema do trabalho constitui um assunto novo e de grande interesse para a oncologia
Humana e Veterinaria, na medida em que se torna cada vez mais importante perceber o
grau de hipoxia tumoral, j& que esta estabelecida uma relagédo do tipo causa-efeito entre a
hip6xia e a fraca resposta dos doentes a certo tipo de terapéuticas anticancerigenas. Esta é
pois uma area de investigacdo de exceléncia onde, de acordo com os trabalhos publicados
0 acesso a métodos de coloragdo imunohistoquimica se tem revelado como o método mais
adequado para a detecdo das areas de hipoxia do tecido tumoral. Sdo varios os marcadores
que podem ser utilizados para avaliar a hipdxia tecidular, contudo, nenhum deles por si s6
tem a capacidade de captar todas as complexidades da hipdxia tumoral e sua
heterogeneidade. Em teoria, uma combinacdo de marcadores seria uma maneira mais
robusta de avaliacdo da hip6xia tumoral do que apenas um Unico marcador.

Seria interessante a realizagdo de mais trabalhos que comprovem e comparem a extensao
da hip6xia tumoral com a classificacdo molecular dos tumores mamarios e possivel
envolvimento dos linfonodos regionais, incidindo principalmente no seu real valor de

prognostico.
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Anexo |

ANEXOS

Quadro 1- Classificacao e breve caracterizacdo histolodgica de tumores mamarios malignos da
espécie canina (adaptado de Misdorp et al. 1999)

Tumores Malignos

Carcinoma
in situ

Neoplasia constituida por nédulos bem demarcados de tecido neoplasico,
com caracteristicas histolégicas de malignidade mas que ainda né&o
invadiu a membrana basal.

Carcinoma
complexo

E constituido por células epiteliais luminais e mioepiteliais, as células
epiteliais luminais organizam-se num padrao tubulo-papilifero ou sélido, ja
as células mioepiteliais, distribuem-se segundo um padrao reticulado.
Embora geralmente apresentem um crescimento infiltrativo, tém um baixo
grau de invasao dos vasos linfaticos (ocorre em apenas 10% casos).

Carcinoma
simples

E o tipo de tumor maligno mais comum nos canideos. Caracteriza-se por
ser composto por apenas um tipo de células, estas podem ser do tipo
epitelial luminal ou mioepitelial. Este tipo de tumores sédo geralmente
infiltrativos, em 50% dos casos invadem os vasos sanguineos e linfaticos.
Com base na diferenciacdo e no comportamento biol6gico, este tipo de
tumor é ainda sub-dividido em trés tipos, aqui ordenados pelo seu grau
crescente de malignidade:

Também designado por adenocarcinoma, € um
Carcinoma carcinoma que envolve a formagdo de tubulos
Tabulo-papilifero com ou sem projecgOes papiliferas. Ocorre

frequentemente nos canideos e felideos.
E caracterizado pelas suas células

Carcinoma apresentarem uma disposicdo em lencol,
Solido corddes ou ninhos. E comum nos canideos e
felideos.

Tem um comportamento altamente infiltrativo e
difuso. E constituido por células epiteliais de
grandes dimensdes, dispostas de forma isolada
ou em grupo, pleomoérficas, por vezes
Carcinoma multinucleadas e, frequentemente, com
Anaplasico ndcleos bizarros ricos em cromatina. Pode
ainda apresentar na sua constituicdo
neutréfilos e eosindfilos. E relativamente
comum em canideos e apresenta uma grande
tendéncia para recidivar e metastizar.

Carcinomas de
tipos especiais

E relativamente raro nos canideos. E formado
por células fusiformes organizadas num padréo
epitelial  sélido, embora alguns possam
apresentar tubulos. Pensa-se que alguns
tumores deste tipo terdo origem mioepitelial.

Carcinoma de
Células Fusiformes
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Tem um crescimento altamente infiltrativo e
geralmente invade a circulacdo linfatica.
Apresenta na sua constituicdo corddes clulares
Carcinoma de Células | sélidos com zonas de cornificagdo. O nucleo do
Escamosas tumor é composto por queratina lamelar com
células tumorais necrosadas, por sua vez, a
periferia é formada por células basaldides. E

pouco frequente nos canideos.

Caracteriza-se por uma elevada producéo de
mucina, podendo ter caracteristicas do tipo
simples ou complexo. Ocorrem raramente em
canideos.

Carcinoma Mucinoso

E constituido por células arredondadas, de
Carcinoma Rico em citoplasma abundante e grandes vacuolos,

Sarcomas

Lipidos contendo grande quantidade de lipidos neutros.
E extremamente rara em canideo.
E caracterizado pela proliferacdo de

Fibrosarcomas fibroblastos e pela presenca de fibras de

reticulina e colagénio.

Caracteriza-se  por uma producdo ostedide
pelas células neoplasicas. Esta categoria
Osteosarcomas engloba 0S oOsteosarcomas puros e O0s
constituidos por combinagfes de tecido 0sseo,
fibroso e cartilagineo.

Fazem parte 0s condrossarcomas e

Outros sarcomas . - ,
lipossarcomas, ambos s&o raros nos canideos.

Carcinosarcoma

Formado por células morfologicamente semelhantes as células epiteliais
malignas (luminais e/ou mioepiteliais) e ao tecido conjuntivo.

ApOs exérese cirlrgica, o tempo de sobrevida é relativamente longo (cerca
de 18 meses). As metastases podem ser do tipo carcinomatoso,
sarcomatoso ou misto. E pouco comum em canideos.

Carcinoma
ou
Sarcoma em
tumores
benignos

Apresenta focos de células atipicas com caracteristicas malignas, em
tumores mistos benignos ou em adenomas complexos. A componente
maligna pode surgir associado ao tumor benigno ou invadi-lo
posteriormente.
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Quadro 2- Classificacao e breve caracterizacao histolégica de tumores mamarios benignos da

espécie canina (adaptado de Misdorp et al. 1999)

Tumores Benignos

Adenoma

Simples

E formado por lesdes nodulares, bem
delimitadas, constituidas por células
mioepiteliais ou epiteliais luminais. Podem
também existir mioepiteliomas, com padrdo
sélido, constituidos por células fusiformes
benignas. Os adenomas simples s&o raros em
canideos.

Complexo

Constituido por células epiteliais luminais e por
células morfologicamente semelhantes a
mioepiteliais. Caracteriza-se por ter capsula e
apresentar um baixo indice mit6tico, bem como
auséncia de necrose e de células atipicas. E
mais comum na cadela do que na gata.

Basaldide

E constituido por corddes de células epiteliais
monomorficas, que podem estar cornificadas.
Distingue-se do adenoma simples pelas células
em palissada sobre uma fina membrana basal,
gue se encontram na periferia.

Fibroadenoma

Consiste numa mistura de células epiteliais luminais e do estroma, e por
vezes de células mioepiteliais. Pode estar presente uma elevada
percentagem de células em mitose. E relativamente comum nos canideos.

Tumor benigno
misto

E o resultado da proliferacdo de células epiteliais luminais e mioepiteliais,
ainda células mesenquimatosas capazes de produzir de tecido
cartilagineo e 0sso, tecido adiposo e fibroso. E relativamente frequente

em cadelas.

Papiloma ductal

Tem a sua localiza¢do no interior de um ducto distendido, pode ter I6bulos
ou ramificacdes. E raro em cadelas.
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Quadro 3- Classificacédo de lesdes ndo neoplasicas da espécie canina (adaptado de Misdorp et al.

1999)
Hiperplasias/Displasias (Lesdes ndo neoplasicas)
Consiste na proliferacdo intraductal de células epiteliais normais ou
Hiperplasia atipicas, podendo levar a uma obstrucc¢éao total ou parcial do ducto.
Ductal Podem ser difusas ou multifocais, no caso de o grau de atipia ser
elevado, a leséo passa a ser designada como hiperplasia ductal atipica.
Pode ser de dois tipos: adenose ou epiteliose
Hiperplasia Na adenose ha um aumento do nimero de ductos e acinos por [6bulo.
Lobular A epiteliose consiste na proliferacdo de células epiteliais nos ductos
intralobulares.
Quistos Sédo geralmente lesdes multiplas que podem atingir dimensdes

consideraveis.

Ectasia Ductal

Resulta da dilatacdo progressiva dos ductos, (pode ser secundarias a
obstrucdo luminal) com acumulo de secrecéo lipidica.

Fibrose Focal

Também conhecida por fibroesclerose, pode aparecer em qualquer tipo de

displasia, no entanto € mais frequente estar associada a hiperplasia
lobular ou ductal.

Ginecomastia

Esta associada a Sertolinomas, e consiste no aumento da glandula
mamaria em caes machos, devido a hiperplasia ductal e do estroma, pode
afectar mais do que uma glandula.
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Anexo - Estatistica descritiva da casuistica relativa ao periodo de estagio curricular do
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, que teve lugar no Hospital Escolar da
Faculdade de Medicina Veterinaria (HE-FMV), entre os meses de Setembro de 2015 e
Marco de 2016.

Tabela 6- Frequéncias relativas (%) referentes aos casos clinicos acompanhados no HE-
FMV, nas areas de Medicina Preventiva, Patologia Cirargica e Patologia Médica.

p Canideos Felideos Exoticos
0,
Areas FR(%) (FR(%)) (FR®)  (FR(%))
Medicina
Preventiva 12,97 75,26 24,74 0,00
Patologia Cirargica 27,41 81,46 18,54 0,00
Patologia Médica 59,63 63,90 28,92 7,17

Tabela 7- Frequéncias relativas (%) referentes aos casos clinicos acompanhados no HE-
FMV, na area de Medicina Preventiva.

Areas FR(%) Canideos (FR(%)) Felideos (FR(%))
Vacinagao 84,54 70,73 29,27
Identificagdo electronica 15,46 100,00 0,00

Tabela 8- Frequéncias relativas (%) referentes aos casos clinicos acompanhados no HE-
FMV, na area de Patologia Cirargica.

Areas FR(%) Canideos (FR(%)) Felideos (FR(%))
Cirurgia Geral 52,68 80,56 19,44
Pequena Cirurgia 9,76 75,00 25,00
Cirurgia oftalmica 5,85 83,33 16,67
Cirurgia Ortopédica e
Trauma 24,39 80,00 20,00
Neurocirurgia 7,32 100.00 0,00

Tabela 9- Frequéncias relativas (%) referentes aos casos clinicos acompanhados no HE-
FMV, nas varias areas de Patologia Médica.

‘ Canideos Felideos Exéticos

Areas PR (PR (FR®)  (FR(%)
Cardlolqgla e sistema 4.48 65,00 35,00 0,00

cardiovascular

Dermatologia 13,45 56,67 15,00 28,33
Doencas Infecciosas 9,42 78,57 21,43 0,00
Endocrinologia 5,83 30,77 69,23 0,00
Gastroenterologia 10,54 44,68 23,40 31,91
Neurologia 5,16 95,65 4,35 0,00
Oftalmologia 6,50 93,10 6,90 0,00
Oncologia 15,47 65,22 34,78 0,00
Ortopedia e traumatologia 11,21 90,00 10,00 0,00
Otorrinolaringologia 3,14 71,43 28,57 0,00
Pneumologia 1,57 57,14 42,86 0,00
Teriogenologia 5,38 75,00 25,00 0,00
Urologia e nefrologia 7,85 14,29 85,71 0,00
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Tabela 10- Frequéncias relativas (%) referentes aos casos clinicos acompanhados na HE-

FMV, nas areas de Imagiologia.

Areas

Ecografia
Radiografia Digital
Tomografia Computarizada

FR(%) Canideos (FR(%))

Felideos (FR(%))
13,00 45,33 54,67
67,75 72,00 28,00
19,25 65,10 34,90
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