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RESUMO

TECNICAS ULTRASSONOGRAFICAS DE ANALISE E CATEGORIZACAO DE
NEOPLASIA MAMARIA CANINA E SUA RELACAO COM A ANGIOGENESE

Foram determinadas caracteristicas imaginolégicas de neoplasias mamarias e sua
relacdo com a expressao relativa dos genes do VEGF e seus receptores (FLT-1 e FLK-1)
e do receptor da angiotensina Il (ATR1). Foram realizadas ultrassonografias das
neoplasias de 30 cadelas utilizando a técnica de Dopplerfluxometria, histograma dos
niveis de cinza, e classificagdo BI-RADS®. Foram coletadas amostras do tecido
neoplasico para analise histopatoldgica e da expressao génica. A malignidade dos tumores
foi classificadaem graus 1 (n=9), 2 (n=12) e 3 (n =3) e demonstrou correlagao positiva
com o BI-RADS (r = 0.55; P <0.05) e com a largura de base do histograma (r = 0.42, P
<0.05). A classificacdo BI-RADS apresentou correlagcéo positiva com ecotextura (desvio
padrdo da média da ecogenicidade - r = 0,66, P < 0,05 e largura de base - r = 0,55, P <
0,05). Os receptores FLT-1 e FLK-1 apresentaram correlacdo positiva com as variaveis
PS e PI, enquanto que o VEGF apresentou correlacdo positiva com PI, FLT-1 e FLK-1.
O FLT-1 e FLK-1 apresentaram correlacdo positiva entre si, e com 0 ATR1. A expressdo
do VEGF foi maior nos tumores epiteliais do que nos mesenquimais. Concluiu-se que o
método BI-RADS e a ecotextura do histograma tem relacdo com o grau de malignidade
tumoral. A expressédo do VEGF e seus receptores caracterizaram a neovascularizacdo de
tumores malignos, independente do tipo tumoral, porém a maior expressdo do VEGF em
tumores epiteliais pode auxiliar na caracterizacdo de neoplasias mamarias malignas em

cadelas.

Palavras-chave: Tumor de mama, BI-RADS, histograma, Doppler, VEGF, ANG II.
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ABSTRACT

ULTRASONOGRAPHIC TECHNIQUES FOR ANALYSIS AND
CATEGORIZATION OF CANINE MAMARY NEOPLASIA AND ITS RELATION
WITH ANGIOGENESIS

Were determined imaging characteristics of breast neoplasms and their relation to the
relative expression of VEGF genes and their receptors (FLT-1 and FLK-1) and
angiotensin Il receptor (ATR1). Ultrasonography of 30 canine neoplasms was performed
using Dopplerfluxometry, gray level histogram, and BI-RADS® classification. Neoplastic
tissue samples were collected for histopathological analysis and gene expression. Tumor
malignancy was classified as grade 1 (n = 9), 2 (n = 12) and 3 (n = 3) and showed a
positive correlation with BI-RADS (r = 0.55, P <0.05) and with grey-level histogram
width (r = 0.42, P <0.05). The BI-RADS classification showed a positive correlation with
ecotexture (standard deviation of mean echogenicity - r = 0.66, P <0.05 and baseline
width - r = 0.55, P <0.05). The BI-RADS classification showed a positive correlation with
ecotexture (standard deviation of mean echogenicity - r = 0.66, P <0.05 and grey-level
histogram width - r = 0.55, P <0.05). The FLT-1 and FLK-1 receptors showed a positive
correlation with the PS and PI, whereas VEGF showed a positive correlation with PlI,
FLT-1 and FLK-1. FLT-1 and FLK-1 showed positive correlation with each other, and
with ATR1. VEGF expression was higher in epithelial tumors than in mesenchymal
tumors. It was concluded that the BI-RADS method and the histogram echotexture are
related to the degree of tumor malignancy. The expression of VEGF and its receptors
characterized neovascularization of malignant tumors, regardless of tumor type, but the
greater expression of VEGF in epithelial tumors may help in the characterization of

malignant mammary neoplasias in bitches.

Key-words: Breast tumor, BI-RADS, histogram, Doppler, VEGF, ANG I1.
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1. QUALIFICACAO DO PROBLEMA

Tumor mamario canino é considerado a neoplasia mais comum em cadelas ndo
castradas, atingindo uma taxa média superior a 50% dos tumores que acometem fémeas
desta espécie (SLEECKX et al., 2011; FELICIANO, 2012a).

A ultrassonografia esta entre as técnicas que permitem a avaliacdo de tumores
mamarios (NYMAN et al., 2006a). Este método de diagndstico é descrito como uma
técnica muito Gtil na avaliacdo de toda a glandula mamaria, permitindo a determinagéo
do tamanho, forma e irregularidade de borda de tumores (BASTAN et al., 2009). A
ultrassonografia ndo estd isenta, no entanto, de subjetividade ja que trata-se de uma
avaliacdo operador-dependente.

Visando a reducdo de andlises inconclusivas o Colégio Americano de Radiologia
(ACR) desenvolveu um sistema de classificacdo e padronizacao dos laudos, denominado
Breast Imaging and Reporting Data System (BI-RADS®) (AMERICAN COLLEGE OF
RADIOLOGY, 1993), que possibilita uma avaliacdo quanto a evolucdo diagndstica de
nodulos mamarios, e consequentemente uma recomendacdo da conduta clinico/cirdrgica
(CALAS et al., 2007). O BI-RADS®, utilizado inicialmente para avaliagbes de tumores
mamarios de mulheres, apenas recentemente foi adaptado para uso em cadelas
(MOHAMMED et al., 2011; SOUZA, 2012).

Apesar da padronizacéo permitida pela técnica, a ferramenta BI-RADS® n&o se
apresenta isenta de subjetividade em sua avaliagdo de forma que novos métodos, visando
analises quantitativas, tem sido propostos para auxiliar na reducdo da dependéncia do
operador (CALAS et al., 2007).

Avaliacdes quanto a ecogenicidade interna e ecotextura das massas podem ser
realizadas pelo método ultrassonografico de histograma dos niveis de cinza, onde tais
parametros sdo avaliados quantitativamente, demonstrando a distribuicdo de frequéncia a
partir da intensidade do eco na regido de interesse, e mensurando a quantidade de niveis
de cinza (MAEDA et al.,, 1998; LEE et al.,, 2006). No entanto, a aplicagédo da
ultrassonografia na rotina oncoldgica de pacientes ainda tem sido restrita, na sua maioria,
a medicina humana. Os estudos ja realizados ainda sao limitados sobre as caracteristicas
imaginoldgicas de tumores mamarios caninos, havendo a necessidade de determinacdo
de parametros ultrassonograficos e Dopplerfluxométricos nestas espécies (FELICIANO
et al., 2012b).
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O estudo Doppler é uma ferramenta diagndstica recente na medicina veterinaria,
que permite a obtencdo de informacGes em tempo real, sobre variados aspectos
hemodindmicos dos vasos, como a presenca, a direcdo e o tipo de fluxo sanguineo
(SILVA et al., 2011). Em virtude do crescimento tumoral estar diretamente relacionado
com a atividade de fatores promotores da neovascularizacao, o estudo da hemodinamica
e das caracteristicas angiogénicas envolvidas recebem consideravel atencdo nas avali¢Ges
oncologicas (LUCENA, 2006).

Uma vasta gama de fatores de crescimento ja foram identificados como
promotores ou inibidores da angiogénese (STOUFFER et al., 2001; RIBATTI et al.,
2002), dentre os quais pode-se citar a Angiotensina Il (ANG I1) e o Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (VEGF) como estimuladores da formacdo de vasos sanguineos
(FELICIANO et al., 2012b).

O ANG 11 é o peptideo biologicamente ativo do sistema renina - angiotensina,
constituindo um regulador importante da homeostase cardiovascular, além de ser
reconhecido como um potente mitégeno (DESHAYES e NAHMIAS, 2005). A ANG I
também apresenta atuacdo em variados processos patoldgicos, sendo descrito como
componente participativo da migracao e proliferacéo celular, podendo estar envolvido em
formac@es neoplasicas (NOUET e NAHMIAS, 2000). Seus receptores, ATR1 e ATR2,
ja foram identificados com incremento de sua expressdo em mulheres com carcinoma
mamario (De PAEPE et al., 2001; De PAEPE et al., 2002). Outros estudos constataram
ainda que estes receptores atuam no aumento dos niveis de VEGF, sugerindo a atuagdo
do ANG Il na permeabilidade vascular (RIZKALLA et al., 2003; ZHANG et al., 2004).

O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF), também chamado de Fator
de Permeabilidade Vascular (VPF) é considerado como um importante mitégeno de
células endoteliais e tem sido o fator pré-angiogénico mais estudado na oncologia humana
(CHARNOCK- JONES et al., 2004; REBELO, 2009). O aumento da expressio de VEGF
tem sido correlacionado com o aumento do risco de metastase em variados tumores
humanos, entre eles as neoformacdes do tecido mamario (SCHOEFFNER et al., 2005;
PAVLAKIS et al., 2008). Na medicina veterinaria, no entanto, apenas estudos mais
recentes tem se dedicado na avaliacdo do VEGF na rotina oncolégica dos animais de
companhia, havendo escassas informacdes referentes a relagdo entre a expressdo génica

deste fator e caracteristicas hemodinamicas destas espécies.
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As escassas informagfes sobre 0s mecanismos que regulam tais fatores, assim
como, a inexisténcia de valores de referéncia imaginologicos sobre os aspectos
fisiopatologicos e hemodindmicos dos tumores mamarios caninos, justificam a relevancia
do presente projeto de pesquisa. Face ao exposto e tendo a anélise histopatoldgica como
padrdo ouro para a tipificacdo do processo neoplasico, objetivou-se neste estudo analisar
0 aspecto ultrassonogréafico de neoplasias mamarias em cadelas e relacionar estes achados
com a expressao de fatores angiogénicos, visando aumentar a precisao na diferenciacdo

ultrassonografica das massas neoplasicas e melhor orientagdo da conduta terapéutica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLANDULA MAMARIA

As mamas sdo glandulas sudoriparas modificadas e extensas, cujo tecido é
sustentado e envolvido por um esqueleto de tecido fibroso e gorduroso no qual correm
vasos e nervos (DYCE, 2004). S&o constituidas por l6bulos que contém ramificagfes as
quais terminam em pequenos acinos dispostos em forma de cacho de uva (COTRAN et
al., 1996). Estes I6bulos encontram-se separados entre si por septos de tecido conjuntivo
denso e por tecido adiposo que drenam a secrecdo lactea para um ducto excretor, chamado
de interlobular. Os ductos interlobulares por sua vez unem-se para formar o ducto
lactifero ou galactoforo, responsavel por coletar toda a secrecdo do lobo correspondente,
direcionando-a para os mamilos (PELETEIRO, 1994; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

O numero de glandulas mamérias, assim como sua distribui¢do ventral apresenta

grande variacdo entre as espécies domésticas (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo das mamas em variadas espécies. (A) Porca; (B) Cadela; (C) Gata; (D) Mulher; (E)
Vaca; (F) Ovelha e Cabra; (G) Egua. (DYCE, 2004).

Nas cadelas as mamas estdo dispostas em duas cadeias mamarias bilaterais
simétricas que se estendem desde o térax ventral até a regido inguinal, sendo as mamas
denominadas classicamente em toracica cranial (M1) e caudal (M2), abdominal cranial
(M3) e caudal (M4) e inguinal (M5) (PATSIKAS et al., 2006; REESE et al., 2011).
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Caracteristicas vasculares das mamas caninas divergem essencialmente sobre a
origem do suprimento arterial fornecido para cada par de glandulas mamarias. As mamas
torécicas sdo irrigadas pelos ramos esternais das artérias internas, intercostais e toracicas
laterais; as mamas abdominais craniais supridas pela vascularizagdo da artéria epigastrica
cranial; e as mamas abdominais caudais e inguinais pela artéria epigastrica caudal,
epigastrica profunda cranial, abdominal segmentada e iliaca circunflexa profunda
(REESE et al., 2011; SOUZA, 2012).

Outro aspecto anatomo-topografico de destaque das avaliagdes mamarias,
relaciona-se as altas concentracdes de receptores hormonais nos diferentes pares, uma vez
gue quanto maior o numero de receptores ativos, evidencia-se uma maior probabilidade
de desenvolvimento de neoplasias (KUMARAGURUPARAN et al., 2006; COSTA,
2010). Outros fatores epidemioldgicos relacionados a predisposicdo de desenvolvimento
de tumores mamarios tém sido descritos na rotina de monitoramento oncoldgico de
cadelas (COSTA, 2010).

2.2 TUMOR DE MAMA

Estudos oncoldgicos de cdes tém assumido destacada importancia diante de uma
mais recente exigéncia dos tutores sobre a assisténcia terapéutica oferecida aos seus
animais, assim como pela alta incidéncia de processos neoplasicos desta espécie
(CARVALHO, 2006). O tumor mamario de cadelas é considerado o mais frequente entre
as neoplasias que acometem fémeas caninas, alcancando um percentual aproximado de
52% (De NARDI et al., 2002; FELICIANO et al, 2012a), seguido de percentuais variados
para tumores cutaneos (De NARDI et al., 2002; NATIVIDADE et al., 2014).

O destaque dado ao estudo de neoplasias mamarias deve-se também a similaridade
existente com variadas caracteristicas do tumor de mama de mulheres (MOHAMMED et
al., 2011; FELICIANO etal., 2012a; SHAFIEE et al., 2013; CASSALI et al., 2014), tendo
sido descritas desde semelhancas epidemioldgicas e clinico-morfoldgicas, até
caracteristicas de evolucdo prognostica similares (VAIL e MACEWEN, 2000; SHAFIEE
et al., 2013). Entre elas, podem ser citadas o periodo de vida do surgimento das lesdes,
evolucdo clinica, predisposic@es hereditarias, efeito protetor da ovariohisterectomia,

padrdes de expressdo de receptores de estrogeno e progesterona, e até mesmo 0S
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principais 6rgdos alvo de metastases (ANTUOFERMO et al., 2007; MOHAMMED et al.,
2011).

Na espécie canina 0os tumores mamarios afetam na mesma proporcdo fémeas
inteiras ou castradas tardiamente, havendo maior incidéncia, no entanto, entre cadelas
adultas a idosas (De NARDI et al, 2002). O aumento na incidéncia desta afeccdo em
cadelas esta, portanto, possivelmente relacionado ao aumento da expectativa média de
vida observada nas Gltimas décadas (THUROCZY et al., 2007; COSTA, 2010).

Em sua maioria, tumores mamarios caninos apresentam-se macroscopicamente
como lesBes circunscritas, de textura consistente e moveis em relacdo aos tecidos e
musculos adjacentes (MISDORP et al., 1999; CASSALI etal., 2014). A depender do tipo
histologico da neoplasia, os nddulos podem apresentar-se ulcerados e/ou cobertos por
pele e pelos, e ao corte apresentam aspecto sélido, cistico ou misto, onde também podem
ser encontradas, frequentemente, &reas de isquemia, necrose e calcificagcbes (COSTA,
2010). Quanto a distribuicdo das lesdes nodulares, sabe-se que as principais glandulas
acometidas sdo as abdominais caudais e as mamas inguinais, possivelmente por serem as
que contém maior quantidade de parénquima mamario (PELETEIRO et al., 1996;
RUTTEMAN et al., 2001), com também maior atividade proliferativa em resposta ao
estrdgeno (MOULTON et al., 1970). E possivel observar frequentemente mais de uma
glandula mamaria acometida, assim como o diagndstico histoldgico de diferentes tipos
tumorais em uma mesma mama, conferindo aos tumores mamarios caninos caracteristicas
de neoplasias multicéntricas (PELETEIRO, 1994).

As dimensBes dos nodulos mamarios sdo consideradas um importante fator
prognostico em cadelas, dos quais tumores com trés centimetros ou menos, apresentam
significativa correlacdo com melhores prognosticos quando comparados a nodulacdes
maiores (CASSALI et al., 2014). Em estudo sobre neoplasias benignas e malignas de
cadelas, Ferreira et al. (2009) constataram que os nédulos mamarios com dimensdes
acima de cinco centimetros foram predominantemente lesdes malignas.

Os achados histopatoldgicos de malignidade nas lesGes mamarias caninas,
apresentam grande variagéo entre estudos, sendo descritos percentuais que variam de 50%
(RUTTEMAN et al., 2001; SHAFIEE et al., 2013) até 93% dos casos (HASHIMOTO et
al., 2002). A ampla variabilidade dos percentuais encontrados estad possivelmente
relacionada ao fato de tumores benignos serem, de certa forma, negligenciados em virtude
de seus aspectos macroscépicos. Dentro do atendimento clinico, por vezes, a extirpacao

cirargica de nddulos pequenos é postergada, ou quando realizada precocemente, nao é
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acompanhada de analise histopatoldgica (BRODEY et al., 1983; PELETEIRO, 1994;
MISDORP, 2002). Aproximadamente 26% de cadelas com tumores benignos,
desenvolvem mais tardiamente tumores em outras glandulas mamarias (MORRIS et al.,
1998), podendo tumores benignos e malignos se desenvolverem concomitantemente
(MORRISSON, 1998; CASSALI et al., 2014).

Nodulos que apresentam crescimento delimitado e lento sugerem, mas néo
comprovam aspectos de benignidade, do mesmo modo que auséncia de sinais de
malignidade, ndo garantem a benignidade da lesdo (MISDORP et al., 1999). Para
confirmacdo do tipo tumoral existente faz-se necessaria a realizagdo de exame
histopatologico (HENRY, 2010), classificacdo esta considerada a mais importante entre
os fatores prognosticos de tumores de mama (MORRISSON, 1998; MISDORP, 2002).

A andlise histopatoldgica pode ser realizada através de coleta de fragmento por
bidpsia, ou material coletado do proprio nddulo removido cirurgicamente. As amostras
devem ser obtidas de varios pontos do tumor, contendo ndo s6 tecido tumoral, como
também as areas circunvizinhas correspondentes as zonas de transicdo. A partir dessa
coleta torna-se possivel avaliar o grau de invaséo local, a reacéo inflamatoria presente na
leséo, assim como verificar se existem lesdes de displasia mamaria, que frequentemente
podem estar associadas aos processos tumorais (PELETEIRO, 1994).

A analise histopatoldgica das lesdes mamarias vem assumindo maior importancia
dentro do atendimento oncologico de cadelas, no entanto percebe-se ainda pontos
controversos por se tratar de uma classificacdo de ampla complexidade, apresentando,
sobretudo, divergéncias entre autores (CARVALHO, 2006) e entre as classificagdes
internacionais (MISDORP et al., 1999; GOLDSCHMIDT et al.,, 2011) e nacionais
(CASSALI etal., 2014).

2.3 GRADUACAO DE MALIGNIDADE

A graduagdo histoldgica de malignidade foi desenvolvida objetivando-se a
obtengdo de um procedimento padrdo de avaliacdo que servisse como importante
parametro progndéstico das neoplasias mamarias (ELSTON e ELIS, 1991; CASSALI et
al., 2014).

Variadas pesquisas propuseram diferentes métodos de graduacdo dos tumores
mamarios (GREENHOUGH, 1925; PATEY e SCARFF, 1928; HARTVEIT, 1971),
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sendo o trabalho desenvolvido em Nottingham e modificado por Elston e Ellis (1998) o
mais amplamente utilizado na medicina humana. Este trabalho baseia-se na avaliacdo da
arquitetura e variagdes morfologicas da neoplasia, aspectos significativamente
correlacionados com a agressividade tumoral (ELSTON e ELLIS, 1998; CASSALI etal.,
2014).

Este método permite que critérios especificos possam ser avaliados
sistematicamente utilizando-se parametros como o indice de formacdo tubular,
pleomorfismo nuclear e contagem do nimero de mitoses por campo. Para cada um dos
trés parametros anteriormente citados, sdo conferidas pontuacdes que variam de um a trés,

de acordo com a analise histoldgica (Tabela 1).

Tabela 1: Representagdo da graduacdo histologica de malignidade de tumores mamarios humanos, segundo
Elston e Ellis (1998)

Pontuacdo Mitoses / campo*  Formacdes tubulares Pleomorfismo nuclear

1 ponto 0-8 >75% Pequeno e regular

2 pontos 9-16 10 - 75% Moderada varia¢éo de tamanho e forma
3 pontos >17 <10% Alta variacdo de tamanho e forma

*Adaptado ao tamanho do campo de microscopia utilizado neste estudo = 0,55 mm. Objetiva 40x.

A graduacdo de malignidade é dada entdo pela soma dos pontos, podendo resultar
em valores que variam de trés a nove. Avaliacdes histoldgicas com resultado de trés a
cinco pontos, é classificada em grau |; pontuac@es entre seis e sete, recebem grau Il; e
resultados entre oito e nove recebem grau 11 (ELSTON e ELLIS, 1998; CASSALI et al.,
2014).

Na medicina veterinaria o sistema de classificacdo tumoral mais empregado na
rotina de avaliacdo das neoplasias mamarias foi o proposto por Misdorp et al. (1999),
baseado também em uma analise de caracteristicas nucleares e celulares. Apenas mais
recentemente a classe veterinaria iniciou a aplicacdo da graduacdo de malignidade
baseada nos trabalhos de Nottingham (CASSALI et al., 2014).

Os tumores malignos sdo, em sua maioria, altamente invasivos ndo respeitando as

barreiras anatémicas e promovendo infiltracdo no tecido adjacente normal (COSTA,
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2010). Estas neoplasias apresentam a capacidade de metastizacéo, fenémeno que envolve
uma série de eventos interdependentes onde ocorre transferéncia de células tumorais
primarias para a membrana dos vasos linfaticos e/ou sanguineos, promovendo
subsequentemente a formacdo de colbnias neoplasicas em o&rgdos a distancia
(SORENMO, 2003). Entre os locais de ocorréncia de metastase de tumor mamario,
observa-se os linfonodos regionais e pulmdes como principais acometidos (PELETEIRO,
1994; FOSSUM, 2007), no entanto exames adicionais como a radiografia e
ultrassonografia convencional devem ser realizados para rastreio de demais sitios

metastaticos em 6rgdos abdominais (CASSALI et al., 2014).

2.4 ULTRASSONOGRAFIA MAMARIA

Os exames de imagem sdo fundamentais para a pratica oncoldgica tanto para
rastreio do surgimento de tumores subsequentes, quanto para o seu diagnoéstico inicial,
estadiamento ou avaliacdo da sua evolucdo aos tratamentos instituidos (NYMAN et al.,
2004). Trata-se de um exame indispensavel para a rotina de avaliagdo mamaria de
pequenos animais, possibilitando a avaliacdo da glandula maméria e suas caracteristicas
anatdbmicas e ecograficas, assim como a obtencdo de informacdes relativas a condi¢des
patoldgicas (PAYAN-CARREIRA e MARTINS-BESSA, 2008; SOUZA, 2012).

Estudos ultrassonograficos de mama canina tem sido realizados nas Ultimas
décadas, tratando-se de um exame dindmico e operador-dependente que necessita para a
sua realizacdo, ndo somente de ampla experiéncia por parte do ultrassonografista, como
também de equipamento especifico para adequada avaliagdo mamaria (HOLEY et al.,
2013). Por se tratar de uma estrutura superficial, a glandula mamaria é avaliada por
ultrassonografia convencional utilizando-se transdutor multifrequencial de alta resolugéo,
possibilitando a identificacdo de lesbes com dimensdes inferiores a cinco milimetros
(MOHAMMED et al., 2011).

Inicialmente a ultrassonografia foi utilizada para distin¢do entre lesdes cisticas e
solidas, caracterizando-se como um método complementar para a analise nodular, através
das caracteristicas de margens, arquitetura adjacente, padrdes acuUsticos internos e
periféricos, acometimento do linfonodo regional, presenca de calcificacBes e
vascularizacdo (GONZALES de BULNES et al., 1998; NYMAN et al., 2006a; BASTAN
et al, 2009). Apesar da amplitude de caracteristicas possiveis de serem obtidas ao

22



ultrassom, as informacdes sobre as mamas caninas ainda sao escassas sobre 0s aspectos
de diferenciacdo tumoral (NYMAN et al., 2006a; FELICIANO, 2008).

Na medicina humana os nédulos mamarios sao avaliados por exame mamografico
e ultrassonografico (SCHROEDER et al., 2003; SEHGAL et al, 2006), sendo a
ultrassonografia o0 método utilizado rotineiramente para complementacdo diagnostica de
mamografias inconclusivas, ou como exame de elei¢cdo para mulheres com mamas densas
(BARRAS et al., 2004). Na rotina de atendimento imaginologico de mulheres com
neoplasia mamaria é realizada ainda a classificagcdo e categorizacdo dos ndédulos de
acordo com o Breast Imaging and Reporting Data System (BI-RADS®) proposto e
aperfeicoado pelo American College of Radiology (AMERICAN COLLEGE OF
RADIOLOGY, 1993; 2003; 2013).

2.4.1 CATEGORIZACAO BI-RADS®

O Sistema BI-RADS® de categorizagdo foi desenvolvido em 1993 e se caracteriza
pela primeira normatizacdo dos laudos mamograficos acerca das avaliacdes neoplésicas
de mama em mulheres (AMERICAN COLLEGE OF RADIOLOGY, 1993). Esta
padronizacao foi criada visando a obtencdo de laudos com uniformidade das conclusdes
diagnosticas e sugestdo de conduta terapéutica, promovendo melhorias na qualidade da
assisténcia prestada. Sua aplicabilidade proporciona ndo somente a minimizacdo de
subjetividade das avaliagbes mamarias, como também incrementa os programas de
rastreamento e a orientacdo da conduta terapéutica para cada caso (CHALA e BARROS,
2004; CAMARGO JUNIOR, 2005; RAO et al., 2016).

O método em questdo apresenta a sua analise baseada nas alteracfes mamarias
encontradas (Tabela 2), sendo categorizadas a partir do Léxico BI-RADS® (Tabela 3),
capaz de sugerir a diferenciacdo entre lesdes benignas e malignas (MOHAMMED et al.,
2011; SOUZA, 2012; RAO et al., 2016). A classificacio BI-RADS® / Léxico BI-RADS®
foi sendo aperfeicoada a partir do desenvolvimento de pesquisas, sendo divulgada a
versdo ultrassonografica (BI-RADS®US) em 2003 (AMERICAN COLLEGE OF
RADIOLOGY, 2003), e mais recentemente lancada sua nova edicdo em 2013
(AMERICAN COLLEGE OF RADIOLOGY, 2013).
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Tabela 2: Aspectos ultrassonograficos das lesdes mamarias analisadas pelo sistema BI-RADS® de
classificacdo (AMERICAN COLLEGE OF RADYOLOGY, 2013)

Composicdo tecidual

Homogénea gordurosa,

homogénea fibroglandular,

heterogéna
Massas Forma oval, redonda, irregular
Orientacéo paralela, ndo paralela
Margem circunscrita, ndo circunscrita
(indefinida, angulada,
microlobulada, espiculada)
Densidade alta, similar, baixa, composicdo

gordurosa

CalcificacBes

Tipicamente benignas

pele, vascular, aspecto “pipoca”,
redonda, RIM,

calcificacdo lactea, sutura

distréfica,

Morfologia suspeita

amorfa, heterogénea, pleomoérfica,
linear fina ou ramificacdo linear

fina

Distribuicio

difusa, regional, agrupada, linear,

segmentada

Distorcéo arquitetural

Presente, ausente

Casos especiais

Assimetria

assimétrico, assimétrico global,
assimétrico focal, assimetria em

desenvolvimento

Linfonodos intramamarios

LesOes de pele

Ductos dilatados

Caracteristicas associadas

Retracdo tecidual, retracdo do
mamilo, espessamento de pele,
espessamento trabecular,

adenopatia  axilar, distorcdo

arquitetural, calcificagBes

Localizacéo da lesdo

Lateralmente, guadrante,

profundal, distante do mamilo

24



Tabela 3: Categorias de avaliacio Léxico BI-RADS® e condutas terapéuticas sugeridas (AMERICAN
COLLEGE OF RADYOLOGY, 2013).
Categorias Comentario / Conduta Terapéutica Probabilidade
de Malignidade

0 - Incompleta Necesséria avaliacdo adicional -
1 — Negativa Nenhuma lesdo observada / Rotina 0%
2 — Benigna Achado sem caracteristicas de malignidade / Rotina 0%
3 — Provavelmente benigna Provavelmente benigno / Controle (6 meses) 0a<2%

4 — Suspeita de malignidade ~ Considerar biopsia

v' 4A: Baixa Baixa probabilidade de malignidade 2a<10%
v' 4B: Moderada Moderada probabilidade de malignidade 10 a <50%
v 4C: Alta Alta probabilidade de malignidade 50 a < 95%

5 - Altamente sugestiva de Considerar bidpsia / Conduta terapéutica adequada > 95%
malignidade ao caso

6 — Malignidade confirmada  Diagndstico ja obtido através de bidpsia / Exciséo -
cirGrgica quando apropriado

Através do sistema BI-RADS® sio analisadas todas as alteracbes mamarias
encontradas, levando-se em consideracao desde aspectos relativos & composicao tecidual
da mama, até a presenca de calcificacGes inter ou intra nodulares (CAMARGO JUNIOR,
2005; NASTRI et al., 2011). A partir desses achados o Léxico BI-RADS® distingue as
lesdes nodulares nas seguintes categorias: 0 — inconclusiva; 1- negativa; 2 — achados
benignos; 3- achados provavelmente benignos; 4 — anormalidade suspeita; 5 — altamente
sugestiva de malignidade; 6 — bidpsia comprovada / malignidade reconhecida (LUNA,
2003).

Uma vez descrita a categorizacdo da mama avaliada, é possivel obter ndo s6 uma
andlise de importante fator prognéstico, como também uma melhoria na qualidade
assistencial definida para cada caso. A implementacio do Léxico BI-RADS® obteve tanta
aceitacdo em seus padrdes descritivos de ndédulos mamarios que tem sido replicado em
outras areas de analise imaginologica, como no monitoramento de lesdes neoplasicas do
figado (LI-RADS), pulmdo (LUNG-RADS) e proéstata (PI-RADS) (RAO et al, 2016).

Na medicina veterinaria a ultrassonografia mamaria tem sido alvo de diversos
estudos nas ultimas décadas (BASTAN et al. 2009; FELICIANO et al. 2012b; SIMM,
2016), no entanto as informagdes relativas as diferenciagbes tumorais, assim como a

padronizacdo das mesmas, ainda séo escassas na literatura. Recentemente a categorizacao
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BI-RADS® teve sua replicacio utilizada em mama de cadelas, pelo exame mamografico
(MOHAMMED et al., 2011) e ultrassonografico (SOUZA, 2012), demonstrando nestes
estudos, alta sensibilidade e especificidade na determinacdo de malignidade de
neoformacoes.

Apesar da padronizacdo permitida pela técnica, a ferramenta BI-RADS® nio se
apresenta isenta de subjetividade em sua avaliacdo de forma que novos métodos, visando
analises quantitativas, tem sido propostos para auxiliar na reducdo da subjetividade e
dependéncia do operador (AZEVEDO-MARQUES, 2001; CALAS et al., 2007).

2.4.2 HISTOGRAMA DOS NIVEIS DE CINZA

A ultrassonografia convencional vem sendo utilizada para estudos diversos em
pequenos animais, porém apresenta sua subjetividade de andlise como principal
desvantagem da técnica, uma vez que se trata de um método operador-dependente. A
natureza dos tecidos avaliados é estimada pela ecogenicidade e ecotextura dos mesmos,
podendo a impressdo visual isoladamente ser insuficiente para uma analise precisa
(MAEDA et al., 1998; FILHO et al, 2009).

Visando a reducdo das limitacdes da técnica, tem sido proposta a utilizacao de
analise computacional quantitativa através do histograma dos niveis de cinza que analisa
a distribuicdo dos pixels nos niveis de cinza contidos em uma regido de interesse (ROI)
da imagem (MAEDA et al, 1998). Varios aparelhos ultrassonograficos possuem esta
ferramenta de avaliagdo disponivel em seu software, no qual a intensidade do eco refletido
pelo tecido avaliado serd armazenado em cada pixel como um sinal digital. A partir de
entdo o histograma constrdi uma representacao grafica dos pixels obtidos, associado a
cada nivel de cinza presente na imagem, podendo também ser expressa em termos de
percentual do nimero total de pixels (QUEIROZ, 2006; SILVA et al., 2015).

No grafico, o eixo horizontal mostra os niveis de cinza em 255 medidas, ao
passo que o eixo vertical abrange as porcentagens do nimero de pixels em cada escala de
cinza. A largura de base do histograma é calculada automaticamente pelo software do
aparelho ou manualmente através da formula: comprimento da largura de base /
comprimento da escala de cinza cheia x 100% (MAEDA et al., 1998; FILHO et al., 2009).
A ecotextura passa a ser analisada pela quantidade de pontos luminosos que mais se

repetem na ROI, assim como pela diferenca de amplitude dos ecos que retornam ao
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aparelho, enquanto que a ecogenicidade ¢é definida apenas pela quantidade de ecos que
retornam ao transdutor (MAEDA et al., 1998; LEE et al., 2006). Uma vez definido os
parametros de ecogenicidade e ecotextura, tais caracteristicas representam importantes
informac0es para conclusdes diagndsticas, uma vez que quadros patolégicos tendem a
modificar as caracteristicas teciduais, e consequentemente o0s aspectos ultrassonograficos
(ALVARENGA et al., 2007).

Diversos estudos em humanos (LEE at al., 2006; AZEVEDO et al., 2009;
ALVARENGA etal., 2012; MOON et al., 2015) e animais (SANTOS et al., 2013; SILVA
et al., 2015; ZOTTI et al., 2015) analisaram as caracteristicas de intensidade dos pixels
das imagens ultrassonograficas, fornecendo informacdes quantitativas referentes a
ecotextura e ecogenicidade do 6rgdo. Na medicina humana a andlise ultrassonografica
quantitativa € mais precisa para a caracterizacdo das neoplasias mamarias quando
comparada com o sistema BI-RADS®, porém em cadelas estudos com esta técnica ainda
estdo restritos apenas a investigacdo de outros 6rgdos (MACHADO et al., 2009; SILVA
etal., 2015).

2.4.3 ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER

A ultrassonografia convencional caracteriza-se como um exame amplamente
utilizado na rotina de atendimento clinico de cadelas, no entanto, apresenta limitacdes de
técnica para avaliacdo das caracteristicas hemodindmicas dos pacientes (SILVA et al.,
2011). A ultrassonografia Doppler, por sua vez, é uma ferramenta recentemente
introduzida na rotina veterinaria, que permite a obtencdo de informacgdes em tempo real,
sobre variados aspectos hemodinamicos dos vasos, como a presenca, a direcao e o tipo
de fluxo sanguineo (CARVALHO et al., 2008; SILVA et al., 2011).

O efeito Doppler, citado pela primeira vez por Christian Johann Doppler em 1842,
é descrito como o principio fisico no qual sdo observadas alteracdes da frequéncia das
ondas sonoras refletidas, uma vez que o objeto refletor (hemécias) estd em movimento
em relacdo a fonte de onda sonora (transdutor) (KODAIRA, 2002; CARVALHO e
ADDAD, 2004;). Apenas em meados de 1970 o fluxo vascular foi identificado e descrito
pela primeira vez em animais, ficando a década marcada como o periodo de introducéo
desta ferramenta na medicina veterinaria, e apresentando sua aplicacdo em exames de
rotina dos animais domésticos (HELPER, 1970).
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A ferramenta Doppler constitui-se de algumas técnicas que demonstram o
deslocamento hemodinamico de variados modos, entre elas o Doppler colorido e o
Doppler pulsado. A primeira delas permite a visualizagdo dos vasos, indicando presenca
ou auséncia de fluxo, enquanto que o Doppler pulsado transmite as ondas sonoras em
forma de impulso, produzindo um tracado espectral especifico para cada vaso
(CAVALHO et al., 2008). Nesta modalidade, o processamento da imagem Doppler pode
ter seus recursos utilizados de forma simultanea e/ou complementar. Inicialmente, 0s
vasos sdo localizados pelo do modo convencional, permitindo a avaliagdo de seus
didmetros e caracteristicas de parede vascular. O Doppler colorido que possibilitara a
partir de entdo a visualizacdo do fluxo sanguineo presente, é codificado em termos de
uma ou duas cores e nuances dentro de uma area definida. A movimentacgdo das hemacias
dentro dos vasos é representada, na imagem, em funcdo do sentido do seu movimento em
relagdo ao transdutor (CARVALHO e ADDAD, 2004; CARVALHO et al., 2008), de
maneira que terd uma cor para o fluxo que se aproxima do transdutor, e outra para aquele
que se afasta do mesmo (BLAVIAS e BRANNAM, 2004; RUBENS et al., 2006; WOOD
et al., 2010). Uma vez identificados, vasos e fluxos, inicia-se 0 modo Doppler pulsado ou
espectral de um determinado segmento selecionado pelo volume de amostra (gate), onde
as ondas sonoras sdo transmitidas na forma de impulso, formando uma representacéo
grafica caracteristica de cada vaso sanguineo (WOOD et al., 2010).

A ultrassonografia Doppler € comumente utilizada para avaliagdo das velocidades
de fluxo dos vasos (HARRINGTON et al., 1995), que possibilitam, a partir desses dados,
a obtencdo de outras informagdes como os chamados indices Doppler, capazes de auxiliar
a identificagdo de alteracdes vasculares diversas (CERRI et al., 1998; NYLAND e
MATTOON, 2002). O indice de Resistividade (RI) e indice de Pulsatilidade (PI) sdo
relacdes de velocidades obtidas pelo pulso da onda Doppler, a partir de mensuragdes
indiretas da resisténcia vascular, através da relagdo entre a Velocidade de Pico Sistélico
(PS) e a Velocidade Diastolica Final (ED), e a média das velocidades do espectro do fluxo

vascular Doppler (NOVELLAS, 2007), podendo ser demonstrado nas equacdes:

RI = Pico de velocidade sistélica — VVelocidade diast6lica final

Pico de velocidade sistélica

Pl = Pico de velocidade sist6lica — Velocidade diastolica final

Velocidade média do ciclo
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A perfusdo sanguinea de processos tumorais também tem sido alvo de pesquisas
através da ultrassonografia Doppler, correlacionando seus resultados a possiveis
prognosticos de cada lesdo (MARTINS et al., 2002; NASTRI etal., 2011; SOUZA, 2012).

A marcante formacédo de novos vasos observada nos processos tumorais sugeriu a
implantacdo da Dopplerfluxometria no estudo do tumor de mama, uma vez que a mesma
é capaz de detectar aumentos ou diminui¢es da resisténcia do fluxo vascular, permitindo
a distincao entre lesGes malignas e benignas (NYMAN et al., 2006b; FELICIANO et al.,
2008; SOUZA, 2012). Esta informacdo baseia-se no reconhecido aumento de perfuséo
vascular identificado em tumores malignos, estando 0 mesmo diretamente relacionado a
uma maior invasividade da lesdo (PAULINELLI et al., 2003; NYMAN et al., 2006b). Na
medicina humana o modo Doppler tem se caracterizado como ferramenta de avaliacédo da
vascularizagdo tumoral por meio de parametros como a velocidade maxima do fluxo na
sistole e sua média, velocidade sistolica minima, soma das velocidades méaximas dos
vasos e sua média, relacdo entre sistole e diastole maxima e minima e sua média, médias
das velocidades e determinacgédo dos indices de resisténcia e de pulsatilidade. Esta analise
tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade na rotina de atendimento de mulheres
com tumor de mama, alcancando percentuais aproximados de 95% e 97%
respectivamente (MARTINS et al., 2002; NASTRI et al., 2011).

A avaliacdo Doppler além de dar indicios com relacdo a hemodinamica de uma
lesdo tumoral, também fornece dados com relagdo a angiogénese, fator diretamente
correlacionado ao crescimento e potencial invasivo de uma neoplasia (MOHAMMED et
al., 2011).

2.5 ANGIOGENESE E FATORES DE CRESCIMENTO

A angiogénese se caracteriza como 0 processo de formacdo de novos vasos
desempenhando importante papel no crescimento tumoral e desenvolvimento metastatico
(FOLKMAN, 1990; 1992; YONEMARU et al., 2006; ARGYLE e KHANNA, 2007). Os
vasos neoformados tem sua origem a partir de vasos pre-existentes, no qual alguns
estudos sugeriram inicialmente que este desenvolvimento se caracterizava apenas como
uma reacdo ao processo inflamatério desencadeado pela lesdo. Nas ultimas décadas foram
descobertas, no entanto, evidéncias divergentes as anteriormente descritas, indicando que

a formac&o de novos vasos ndo se caracteriza como uma reacdo secundaria ao tumor, mas
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sim como condicao essencial para que ele se desenvolva (FOLKMAN e KLAGSBRUN,
1987; PINHO, 2005).

Partindo da premissa que novos vasos sanguineos sao formados a partir de
estruturas vasculares ja existentes, sabe-se que este processo apresenta sua evolugao
influenciada por moduladores estimulantes ou inibidores da angiogénese (KATO et al.,
2007; KUSEWITT e RUSH, 2007). Estes fatores sao indispensaveis para o crescimento
tumoral em virtude da nutricdo e oxigenacdo possibilitada pelo fluxo vascular
neoformado (COSTA, 2010). A base dos estudos citados, descreve que para que ocorra
proliferacbes das células neoplésicas, e consequentemente o crescimento da massa
tumoral, € necessario que haja anteriormente um aumento do nimero de capilares que
suprem a neoplasia (FOLKMAN e KLAGSBRUN, 1987; PINHO, 2005).

Os fatores de crescimento produzidos pelas células tumorais foram descritos pela
primeira vez na década de 1970 (FOLKMAN et al, 1970), sendo seu estudo dificultado
inicialmente pela escassez de conhecimento acerca do processo de angiogénese. Era
necessaria a compreensdo biologica do processo antes de um detalhamento sobre a sua
analise bioquimica (FOLKMAN e KLAGSBRUN, 1987).

Os modulares de crescimento sdo, em sua maioria, polipeptideos ou glicoproteinas
que desempenham importante papel na regulacdo da proliferacdo das celulas, atraves de
sua funcdo mitogénica, além da proliferacdo e migracéo celular, e formacédo do endotélio
vascular (CANTLEY et al, 1991; YONEMARU et al., 2006).

Uma vasta gama de fatores de crescimento ja foram identificados como
promotores ou inibidores da angiogénese (STOUFFER et al., 2001; RIBATTI et
al.,2002), dentre os quais pode-se citar o Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF) e a Angiotensina Il (ANG II) como estimuladores da formacdo de vasos
sanguineos (FELICIANO et al., 2012b).

2.5.1 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF), tambem chamado de Fator
de Permeabilidade Vascular (VPF) é considerado como um potente mitdgeno de células
endoteliais (FERRARA e DAVIS-SMYTH, 1997; CHARNOCK- JONES et al., 2004;
KATO et al., 2007) e tem sido o fator pro-angiogénico mais estudado na oncologia
humana (REBELO, 2009). No processo de neovascularizacdo o VEGF apresenta agdo

mediada por seus receptores presentes nas células endoteliais, promovendo a proliferacdo
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das mesmas através de mecanismos autocrinos e paracrinos (NOMURA et al., 1995;
YONEMARU et al., 2006).

Em condigdes fisiologicas, as concentragbes de VEGF regulam em valores basais,
apresentando incremento da sua expressdo em processos patologicos (CARMELIET e
COLLEN, 2000). Os niveis séricos e plasmaticos de VEGF demonstram aumento em
pacientes oncologicos humanos, caracterizando esta analise como importante indicador
prognostico de pacientes com cancer (WERTHER et al., 2002; LI et al., 2004). Assim
como em humanos, em estudos recentes foi constatado que caes saudaveis demonstram
niveis circulantes de VEGF inferiores aqueles pacientes que apresentam diagnostico de
neoplasia (GENTILINI et al., 2005; TROY et al., 2006), ja tendo sido relatada sua
superexpressdo em tumor de células escamosas, tumores testiculares e mamarios de caes
(MAIOLINO et al., 2000; RESTUCCI et al., 2002; 2003; 2004).

Diante dos recentes estudos observa-se uma crescente vertente de pesquisas que
buscam correlacionar a ocorréncia de fatores de crescimento tumoral com o valor
prognostico de cada caso (PINHO, 2005; AMORIM, 2009), ja havendo evidéncias de que
altos niveis séricos de VEGF estdo significativamente relacionados ao tamanho e
diferenciacédo da lesdo tumoral, grau de invasdo e desenvolvimento vascular, e ocorréncia
de metéstases a distancia (PINHO, 2005). O aumento da expressao de VEGF tem sido
correlacionado com 0 aumento do risco de metastase em variados tumores humanos, entre
eles as neoformacdes do tecido mamario (SCHOEFFNER et al., 2005; PAVLAKIS et al.,
2008).

Na medicina veterinaria, no entanto, apenas estudos mais recentes tem se dedicado
a avaliacdo do VEGF na rotina oncoldgica dos animais de companhia, havendo escassas
informacdes referentes a relacdo entre a expressao génica deste fator e caracteristicas
hemodindmicas de cées. Em pesquisas desenvolvidas por Restucci et al. (2003; 2004) e
Kato et al. (2007), sobre tumores mamarios caninos, foi relatado ndo apenas um aumento
da expressdo génica de VEGF e seus receptores nos pacientes com diagndstico
estabelecido, como também um evidente aumento para 0s casos de tumores com
malignidade confirmada. Foi sugerido, portanto, a participagdo do VEGF e seus
receptores na progressdo tumoral e transformagdo maligna de tumores em cdes, assim

como ja identificado em humanos (KATO et al., 2007).
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2.5.2 ANGIOTENSINA (ANG II)

A angiotensina Il (ANG 11) é o peptideo biologicamente ativo do sistema renina -
angiotensina, constituindo um regulador importante da homeostase cardiovascular, além
de ser reconhecido como um potente mitdgeno (DESHAYES e NAHMIAS, 2005;
FUJITA et al.,, 2005). A ANG Il também apresenta atuacdo em variados processos
patoldgicos, como remodelacédo tecidual, hipertrofias cardiacas, sendo também descrita
como componente participativo da migracdo e proliferacdo celular, podendo estar
envolvida em formagdes neoplésicas (NOUET e NAHMIAS, 2000). Pesquisas recentes
apontam que a ANG Il apresenta a capacidade de modificacdo da estrutura vascular e
estimulacdo do processo de angiogénese, sendo seus componentes identificados em
células tumorais de diversas neoplasias como as de pulmdo, pancreas, prostata, pele e
mama (FUJITA et al., 2002; DESHAYES e NAHMIAS, 2005; OHNUMA et al., 2009).

Variados estudos sugerem que este peptideo apresenta atuacfes estimulantes da
carcinogénese e propdem a possibilidade de desenvolvimento de terapias
anticancerigenas baseadas no uso de agentes inibidores da ANG Il (DESHAYES e
NAHMIAS, 2005). Em pacientes humanos o uso de inibidores da enzima conversora de
ANG I, resultou em redugdo do risco de desenvolvimento tumoral (De GASPARO et al.,
2000; TOUYZ e SCHIFFRIN, 2000), assim como em ratos que quando expostos a
antagonistas dos receptores de ANG 11, demonstraram ndo somente reducédo na expressao
de VEGF, como também no desenvolvimento tumoral associado a angiogénese (FUJITA
et al., 2005; OHNUMA et al., 2009).

As atividades desempenhadas pela ANG Il s&o mediadas por dois receptores
denominados ATR1 e ATR2 (CHIU et al., 1989). Na medicina humana, os efeitos
moduladores de crescimento desses receptores foram relatados em células endoteliais
corondrias e vasculares, onde o ATR1 demonstrou atividade celular proliferativa, ao
passo que 0 ATR2 desempenhou agdo contraria (STOLL et al, 1995; NAKAJIMA et al.,
1995). Bloqueadores de ATR1 sdo utilizados no tratamento e controle de doencas
cardiovasculares diversas (BELCHER et al., 1997), assim como apresenta sua atividade
estabelecida na inibicdo da angiogénese e metastase de tumores em humanos, incluindo
as neoplasias mamarias (FUJITA et al., 2002; DESHAYES e NAHMIAS, 2005; HERR
et al. 2008; OHNUMA et al., 2009). Alguns estudos experimentais ja sugeriram que o

ATR2 apresenta atividade oposta a desempenhada pelo ATR1, de forma que o bloqueio
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do subtipo 1 e a manutencdo isolada da atividade do ATR2, afetaria beneficamente a
terapia anticancerigena (DESHAYES e NAHMIAS, 2005).

Na medicina veterinaria, no entanto, as informacdes acerca da atividade dos
receptores de angiotensina ainda estdo restritos a poucos estudos (MIYAJIMA et al,
2002), ndo havendo descricdo na literatura sobre a associagdo dos mesmos com a

ocorréncia de tumores mamarios de cadelas.
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3. OBJETIVOS

Geral

Analisar e categorizar por técnicas ultrassonograficas as neoplasias mamarias de
cadelas e correlacionar com a expressao génica do VEGF, FLT-1, FLK-1 e receptor de
ANG lII.

Especificos

v Analisar os achados ultrassonograficos tumorais de cadelas, de acordo com o sistema
BI-RADS®;

v Analisar quantitativamente o aspecto ultrassonografico dos niveis de cinza de
neoplasias mamarias em cadelas pela técnica do histograma;

v" Realizar Dopplervelocimetria do fluxo vascular de neoplasias mamarias em cadelas;

v Avaliar a expressdo do VEGF e seus receptores (FLT-1 e FLK-1), e o receptor de
ANG Il (ATR1) em fragmentos de neoplasias mamarias de cadelas;

v Correlacionar as analises ultrassonograficas com a expressao do VEGF e seus

receptores e o receptor de ANG II.
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4. CAPITULOS

CAPITULO |
BI-RADS classification and gray level histogram of malignant mammary

tumors in bitches!?

Débora M. Navarro?*; Fabiano S. Costa?; Aurea Wischral?

ABSTRACT - NAVARRO D. M, COSTA F.S., WISCHRAL A. 2017. BI-RADS
classification and gray level histogram of malignant mammary tumors in
bitches. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Department of Veterinary
Medicine, Federal Rural University of Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros,
s/n, Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE, Brasil. E-mail:
deboramnavarro@gmail.com Mammary tumor is the most frequent among the
tumors that affect canine females, with relevant importance in veterinary medicine.
The objective of this study was to determine the image characteristics of mammary
tumors in female dogs, and compare different ultrasonographic techniques for
neoplastic evaluation. They were used 30 bitches with histopathological diagnosis
of malignant mammary tumor. Initially females were submitted to clinical and
laboratory evaluation and then performed the ultrasound of abdomen and
mammary tumor. The quantitative evaluation of gray levels of the histogram and
tumor categorization by the modified BI-RADS were performed. The tumor mass
were surgically resected, and tumor tissue samples were collected for
histopathological analysis. Carcinoma in mixed tumor showed a higher rate
(33.3%), and the malignancy degree of epidermal tumors were classified in grade 1
(n =9), grade 2 (n = 12) and grade 3 (n = 3). Malignancy degree showed positive
correlation with BI-RADS (r = 0.55; P <0.05) and with the parameter echotexture -
histogram base width (r = 0.42, P <0.05). BI-RADS graduation also showed a positive
correlation with the echotexture parameters (standard deviation of average
echogenicity - r = 0,66, P < 0,05 and base width - r = 0,55, P< 0,05). It was concluded
that the BI-RADS method in combination with the echotexture of tumors, can be

used to evaluate mammary tumors in dogs and establish the planning of treatment.

35


mailto:deboramnavarro@gmail.com

INDEX TERMS: Ultrasound, Dogs, Neoplasm, Breast, Tumor Categories

1 Received 0N ....coceveveeeiiiieee e

Accepted for publication on ........cccccvevviiniciiin e

2 Department of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Pernambuco,
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos - CEP: 52171-900 - Recife/PE,

Brasil. *Corresponding author: deboramnavarro@gmail.com

RESUMO - [Classificacdao BI-RADS e histograma dos niveis de cinza de tumores
mamarios malignos em cadelas]

Entre os tumores que acometem cadelas a neoplasia mamaria é a de maior
incidéncia, apresentando relevante importancia na medicina veterinaria. Este
trabalho teve o objetivo de determinar as caracteristicas imaginolégicas de
neoplasias mamarias em cadelas, e comparar diferentes técnicas ultrassonograficas
de avaliacdo tumoral. Durante a realizacdo deste experimento, foram utilizadas 30
cadelas, com diagnodstico histopatoldgico de neoplasia mamaria. Inicialmente as
fémeas foram submetidas a avaliagdes clinicas e laboratoriais, e subsequentemente
arealizagao dos exames ultrassonograficos de abdémen e da massa tumoral. Foram
realizadas a analise quantitativa por histograma dos niveis de cinza e categorizagdo
tumoral pelo sistema BI-RADS. Posteriormente as cadelas foram submetidas a
resseccao cirurgica da massa tumoral, onde foram coletadas amostras do tecido
neopldsico para andlise histopatoldgica. O carcinoma em tumor misto foi o tipo
tumoral de maior incidéncia (33.3%), e a graduacdo de malignidade dos tumores
epiteliais foram classificadas em grau 1 (n=9),grau2 (n=12)egrau3 (n=3). A
graduacdao demonstrou correlagdo positiva com a categorizacao BI-RADS (r = 0.55;
P <0.05) e com o parametro de ecotextura - largura de base do histograma (r = 0.42,
P <0.05). A graduac¢do BI-RADS também demonstrou uma correlacdo positiva com
os parametros de ecotextura (desvio padrdao da média da ecogenicidade - r = 0,66, P
< 0,05 e largura de base - r = 0,55, P< 0,05). Conclui - se que o método de
categorizacao BI-RADS, assim como os parametros de ecotextura dos tumores,
podem ser usados para avaliagdo de neoplasia mamaria em cadelas e assim auxiliar

no planejamento de tratamento de cada caso.
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TERMOS DE INDEXACAO: Ultrassom, Caes, Neoplasias, Mama, Categorias tumorais

INTRODUCAO

A neoplasia mamaria de cadelas é considerada a mais frequente entre os
processos neoplasicos que acometem fémeas caninas, tendo seu estudo apresentado
destacada importancia em decorréncia da similaridade existente com variadas
caracteristicas do tumor de mama de mulheres (Mohammed et al. 2011, Shafiee et
al. 2013, Cassali et al. 2014).

Na medicina humana a ultrassonografia mamaria constitui uma importante
ferramenta para detec¢ao e monitoramento de noédulos em pacientes com exame
mamografico inconclusivo (Kuhl et al. 2005). Entre os métodos diagndsticos
disponiveis para avaliagdo mamaria em pequenos animais, a ultrassonografia
assume papel de destaque nas andlises teciduais e distingdo dos tumores benignos
e malignos, favorecendo assim a ado¢ao da melhor conduta terapéutica para cada
paciente (Nyman et al. 2006, Mohammed et al. 2011). Esta técnica possibilita a
obtencao de informagdes sobre o parénquima mamario, como caracteristicas
relacionadas ao tamanho da massa, bordos, arquitetura interna e adjacente,
ecogenicidade e ecotextura (Bastan et al. 2009).

Por se tratar de um exame operador dependente e da falta de critérios pré-
estabelecidos, o Colégio Americano de Radiologia (ACR) desenvolveu um sistema de
classificacdo e padronizacao dos laudos, denominado BI-RADS® (Breast Imaging
and Reporting Data System) (American College of Radiology 1993), que possibilita
uma avaliacdo quanto a evolucdo diagndstica de nddulos mamarios, e
consequentemente uma recomendac¢do da conduta clinico/cirurgica, baseada na
morfologia dos achados ecograficos (Calas et al. 2007). O BI-RADS®, utilizado
inicialmente apenas para avaliacoes mamograficas de mulheres, passou por
atualizagdes nos ultimos anos, sendo adaptado a ultrassonografia em 2003
(American College of Radiology 2003), e recentemente foi adaptado para uso em
cadelas (Mohammed et al. 2011).

O exame ultrassonografico mamario de cadelas tem sido alvo de diversos
estudos nas ultimas décadas (Bastan et al. 2009; Feliciano et al. 2012), no entanto

as informagdes relativas as diferenciagées tumorais, assim como a padronizacao das
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mesmas, ainda sdo bastante escassas na literatura, o que culmina na obtencdo de
laudos, por vezes, inconclusivos.

Apesar da padroniza¢ao permitida pela técnica, a ferramenta BI-RADS® nao
se apresenta isenta de subjetividade em sua avaliacao de forma que novos métodos,
visando analises quantitativas, tem sido propostos para auxiliar na redugdo da
subjetividade e dependéncia do operador (Calas et al. 2007). Diversos estudos em
humanos (Lee at al. 2006, Alvarenga et al. 2012, Moon et al. 2015) e animais (Silva
et al. 2015; Zotti et al. 2015) analisam as caracteristicas de intensidade dos pixels
das imagens ultrassonograficas, fornecendo informacgdes quantitativas referentes a
ecotextura e ecogenicidade do 6rgao. Na medicina humana a analise
ultrassonografica quantitativa é mais precisa para a caracteriza¢do das neoplasias
mamarias quando comparada com o sistema BI-RADS®, porém em cadelas estudos
com esta técnica sdo restritos a investigacdo de outros érgaos (Ivancic e Mai 2008,
Silva et al. 2015).

A elaboracdo e estabelecimento destes parametros podem representar
fundamental importancia para a melhoria da qualidade assistencial dedicada aos
tratamentos oncolégicos de caes, favorecendo desta forma a sobrevida destes
pacientes. Face ao exposto e tendo a analise histopatolégica como padrao ouro para
a tipificacdo do processo neoplasico, objetivou-se neste estudo analisar o aspecto
ultrassonografico de neoplasias mamarias em cadelas pelo sistema BI-RADS e
analise de histograma, visando aumentar a precisio na diferenciacdo
ultrassonografica das massas neoplasicas e melhor orientacdo da conduta

terapéutica.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas para a selecdo do grupo amostral 30 cadelas provenientes da
rotina hospitalar, sendo estas sem distincdo de idade ou raca. Para cada cadela
avaliada, foi realizada uma ficha de identificacdo com os dados relacionados ao
historico reprodutivo das mesmas, contendo também informagdes relativas a
localizagdo anatomica e tempo de evolucdo dos noédulos mamadrios, além de
principais caracteristicas das massas tumorais. Durante avaliagdo macroscépica
verificou-se a consisténcia, dimensdes e grau de aderéncia das lesdes em tecidos

adjacentes, assim como a presencga ou auséncia de areas ulcerativas. Nas cadelas que
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apresentavam mais de uma nodulacdo nas glandulas mamadrias, optou-se pela
analise da maior massa identificada.

Todas as avaliagOes ultrassonograficas foram realizadas em um equipamento
de ultrassom, com transdutor microconvexo multifrequencial de banda variavel de
6 a 8 MHz, e sendo estabelecido o uso da maior frequéncia para analise das lesdes
tumorais. Ndo foi realizada contencdo quimica para realizacdo dos exames, de
maneira que as cadelas foram contidas manualmente em decubito lateral direito
e/ou esquerdo.

No que diz respeito a classificagdo BI-RADS proposta, esta se baseou em
caracteristicas ultrassonograficas de forma, orientacdo, margem, padrdes de eco da

massa, e achados associados, assim como critérios relativos a presenca de

calcificagdes e vasculariza¢do interna e/ou periférica (Figura 1).

Figura 1. Imagens ultrassonograficas de tumores mamarios caninos com variadas caracteristicas
imaginologicas. A) Massa ecogénica de ecotextura heterogénea; B) Massa de aspecto cavitrio,
apresentando ecogenicidade mista e ecotextura heterogénea; B) Ultrassonografia Doppler de nddulo

mamario com presenca de intensa vascularizagao interna e periférica.
M M

A partir desta andlise, as lesdes foram classificadas de acordo com o sistema
léxico BI-RADS modificado, desenvolvido a partir da classificacdo proposta pelo
Colégio Americano de Radiologia (2013) que padroniza 6 (seis) categorias com suas

respetivas sugestdes de conduta terapéutica (Tabela 1).

Tabela 1: Léxico BI-RADS modificado de classificacdo ultrassonografica de tumores mamarios caninos,
com respectivas condutas terapéuticas sugeridas e percentual de malignidade esperado.

Probabilidade

Categorias Comentério / Conduta de Malignidade
1. Negativa Nenhuma leséo observada / Rotina 0%
2. Benigna Achado sem caracteristicas de malignidade / Rotina 0%
3. Provavelmente benigna  Provavelmente benigno / Controle (6 meses) 0a<2%
4. Suspeita de malignidade  Considerar biépsia
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4 A: Baixa Baixa probabilidade de malignidade 2a<10%

4 B: Moderada Moderada probabilidade de malignidade 10 a<50%
4 C: Alta Alta probabilidade de malignidade 50 a < 95%
5. Altamente sugestiva de Considerar biopsia / Conduta terapéutica adequada >95%
malignidade ao caso

6. Malignidade confirmada Diagndstico ja obtido através de bidpsia / Excisdo

cirGrgica quando apropriado

Neste estudo o sistema léxico foi modificado, pois ndo incluiu em sua
avaliagdo a categoria zero presente no léxico BI-RADS®, pois a mesma §é
caracterizada por uma avaliagio mamografica incompleta que necessita de
incidéncias ou técnicas adicionais, exame este ainda pouco acessivel na rotina de
atendimento veterinario.

Para a analise quantitativa das lesdes foi utilizada a técnica de histograma
dos niveis de cinza, baseado no método descrito por Maeda et al. (1998). Selecionou-
se uma imagem ultrassonografica em corte longitudinal /transversal que melhor
representasse as caracteristicas tumorais de cada amostra, sendo posteriormente
analisada em programa computacional (GIMP® 2.8.14). A massa tumoral foi
delimitada manualmente, sendo obtidos valores referentes a ecogenicidade e
ecotextura (Figura 2). A ecogenicidade foi caracterizada pela média de intensidade
de pixels dos picos observados em cada amostra (ecogenicidade média). Para
analise da ecotextura foram utilizados o desvio padrao da média da ecogenicidade

daregido selecionada e alargura de base do histograma de cada amostra, sendo esta

largura determinada pelo percentual da base do grafico, ocupada por picos de pixels.

Figura 2: A) Imagem ultrassonografica com selecdo de area de interesse correspondente a neoplasia
mamaria; B) Avaliacdo quantitativa da ecogenicidade e ecotextura tumoral mamaria através de histograma
dos niveis de cinza.

Mzan: 79 Pixals: 32552
Std dev: 283 Count 22552
Median: 350 |Percentilks 1000
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Apos realizacdo dos exames imaginolégicos, as cadelas foram submetidas a
resseccao cirurgica da massa, com posterior obtencao das medidas tumorais e coleta
do fragmento para andlise histopatolégica. Visando uma categorizacdo que
possibilitasse diferenciar histologicamente as amostras analisadas, foi realizada
também a graduagao de malignidade segundo Elston e Ellis (1991), que restringe tal
graduacdo histoldgica para carcinomas invasivos, nao abrangendo os tumores de
origem mesenquimal. As amostras foram fixadas em formaldeido 10% (v/v)
preparado em PBS 0,01M e pH 7,2. Os fragmentos foram submetidos a clivagem,
sendo em seguida processados de acordo com as técnicas de rotina para inclusao em
blocos de parafina, cortados em micrétomo rotativo 4 micrometros e corados pela
técnica da Hematoxilina-Eosina (HE). O diagnoéstico histopatoldgico assim como a
graduacdo de malignidade das massas, basearam-se na classificacdo proposta por
Cassali et al. (2014). Nos casos em que ndo houve a confirmagao histopatoldgica de
neoplasia mamaria, foi determinada a exclusao do animal do grupo amostral.

Os dados foram analisados usando testes estatisticos descritivos como média
e desvio padrdo. Para analise de correlacao foi utilizado o teste de Spearman (dados
ndo paramétricos) ou de Pearson (dados paramétricos). Quando necessario, os
valores originais foram transformados em logaritmo. Foi considerado significante
quando o valor de P < 0,05.

Este projeto foi encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, apresentando licenca de

numero 0095/2015.

RESULTADOS

As 30 cadelas integrantes deste experimento apresentaram uma idade média
de 10,7 £ 2,6 anos, das quais apenas 6 (seis) fémeas apresentaram um histérico
prévio de castracdo. Ao exame clinico foram observadas massas tumorais com
tamanho médio de 6,8 + 3,2 cm, 10% das quais apresentavam-se ulceradas.
Quanto a avaliacao histopatoldgica, todas foram classificadas como malignas, onde
80% dos casos corresponderam a neoplasias de origem epitelial, sendo as massas
de origem mesenquimal menos frequentes (20%). O tumor com maior prevaléncia

foi o carcinoma em tumor misto, correspondendo a 33,3% dos casos e em seguida o
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carcinoma tubular com 20% de ocorréncia. Outros tipos tumorais foram

diagnosticados em menor frequéncia (Tabela 2).

Tabela 2: Descricdo histopatolégica dos tumores mamadrios caninos e suas

respectivas frequéncias.

Tipo tumoral

Niumero de amostras / (%)

Carcinoma em tumor misto
Carcinoma tubular
Carcinoma in situ
Carcinoma sélido

Sarcoma em tumor misto
Adenomioepitelioma maligno
Carcinoma anaplasico
Carcinoma mucinoso
Carcinoma papilar
Carcinoma rico em lipideos
Fibrossarcoma
Hemangiossarcoma

Lipossarcoma

10 (33,3)

6 (20)
2 (6,6)
2 (6,6)
2 (6,6)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)
1(3,3)

A anadlise pela técnica de categorizacdao BI-RADS realizada previamente a

remocao cirurgica das massas neoplasicas, demonstrou variacao de graduacdo entre

3 e 5,sendo quatro amostras classificadas como 3, duas 4A, sete 4C e dezessete como

5. A tabela 3 mostra a distribuicdo das frequéncias de BI-RADS de acordo com a

classe tumoral.

Tabela 3: Frequéncia (%) de categorizacdo BI-RADS de acordo com a classe tumoral

Tumores mamarios

BI-RADS (%)

1 2
epiteliais (n = 24) 0 0
mesenquimais (n = 6) 0 0

3

3(12,5)
1(16,7)

A
2(8,3)

0

4

B
0
0

C

5 6

6(250) 13(54,2) O
1(16,7) 4(666) O

Quanto ao grau de malignidade, nove das 24 amostras obtidas foram

classificadas em Grau 1, doze em Grau 2 e trés em Grau 3. Quando se avaliou a
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relacdo entre a graduacao de malignidade pelo método histolégico e a classificagao
BI-RADS observou-se correlacdo positiva entre as variaveis (r = 0,55; P < 0,05).

A andlise quantitativa das imagens ultrassonograficas resultou em dados
referentes as medidas de tendéncia central da ecotextura e ecogenicidade das
regides de interesse selecionadas. Os valores da ecogenicidade média, do desvio
padrdo da ecogenicidade média e a largura da base do histograma (%) para os
tumores epiteliais foram de 42,29 * 10,83, 21,50 * 7,84 e 54,92 + 16,70,
respectivamente; enquanto que nos tumores de origem mesenquimal os valores
foram de 46,85 + 14,97, 21,23 + 8,07 € 56,99 + 15,61, respectivamente (Tabelas 4 e
5).

Observou-se correlacdo positiva e significativa entre as analises
ultrassonograficas pelo método BI-RADS e analises quantitativas pela técnica do
histograma, verificando-se que quanto maior a graduacao na escala BI-RADS mais
ecogénica e heterogénea era seu aspecto. Uma correlacdo positiva foi verificada
entre as medidas de ecotextura (desvio da ecogenicidade média - r = 0,66, P < 0,05
e largura de base - r = 0,55, P< 0,05) e a escala BI-RADS.

Quanto a graduacdo histolégica do grau de malignidade, a ecogenicidade,
inferida a partir dos valores de intensidade de pixels da imagem ndo apresentou
correlacdo significativa (r = 0,27, P > 0,05), no entanto, observou-se correlacdo
positiva entre ao grau de malignidade e a escala BI-RADS (r = 0,55, P < 0,05) e a
largura de base do histograma (r = 0,42, P < 0,05). As médias das medidas
ultrassonograficas de acordo com o grau de malignidade sao apresentadas nas
tabelas 4 e 5. Nao foi observada correlagdo significativa entre os tipos tumorais

histolégicos e os parametros ultrassonograficos.

Tabela 4: Grau de malignidade, BI-RADS, média e desvio padrdo das andlises do
histograma em tumores mamarios de origem epitelial em cadelas.

Histograma
Amostra Histopatoldgico Malignidade  BI-RADS EM op LB (%)
1 Carcinoma em tumor misto I 5 37,6 28,4 51,37
2 Carcinoma anaplasico Il 5 45,7 18,1 54.90
3 Carcinoma rico em lipideos | 3 35,2 13,1 34,90
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Carcinoma tubular

Carcinoma mucinoso

Carcinoma in situ

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma tubular

Carcinoma sélido

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma in situ

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma tubular

Carcinoma tubular

Carcinoma tubular

Carcinoma sélido

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma em tumor misto

Carcinoma em tumor misto

Média + dp

4C

4C

4C

4C

4C

4A

41,5

50,5

34,0

35,0

56,4

60,9

27,4

42,7

36,2

55,3

40,7

45,3

40,8

47,3

56,8

23,0

60,7

27,2

28,2

48,8

37,7

42,29 +

10,8

18,7

21,5

14,5

17,2

19,8

21,0

13,3

25,3

12,4

34,8

28,4

43,2

17,4

26,4

22,2

15,8

29,8

12,5

16,3

29,6

16,2

21,50 =

7,8

47,84

56,07

38,60

41,17

55,68

59,60

36,86

62,35

34,50

82,74

77,64

81,17

43,52

53,72

64,7

53,72

89,41

31,76

49,01

76,86

40,00

54,92 £

16,7

EM = Ecogenicidade média; DP = desvio padrao da ecogenicidade; LB = largura de

base
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Tabela 5: Grau de malignidade, BI-RADS e média e desvio padrao das analises do
histograma em tumores mamadrios de origem mesenquimal em cadelas.

Histograma
Amostra Histopatoldgico RiES EM op LB (%)
1 Sarcoma em tumor misto 5 55,9 35,1 75,29
2 Fibrossarcoma 5 54,0 18,9 49,01
3 Sarcoma em tumor misto 4C 33,2 12,1 36,86
4 Hemangiossarcoma 5 60,5 24,8 72,15
5 Lipossarcoma 5 54,3 20,9 45,09
6 Adenomioepitelioma maligno 3 23,2 15,6 63,52
Média + dp - 46,85+ 149 21,23+8,07 56,99 + 15,61

EM = Ecogenicidade média; DP = desvio padrdo da ecogenicidade; LB = largura de
base
DISCUSSAO

Este estudo avaliou cadelas portadoras de tumor mamario com faixa etaria
que coincide com estudos que comprovaram que cadelas com idade superior a 10
anos, ndo castradas, apresentam maior incidéncia de tumores de mama, decorrente
da maior exposicao do parénquima glandular a fatores hormonais que predispdéem
ao desenvolvimento neoplasico (Mohammed et al. 2011, Cassali et al. 2014). Foi
observado ainda ndédulos com tamanho médio superior a cinco centimetros,
caracteristica considerada como fator progndstico para avaliacio de tumores
mamarios caninos, indicando que massas acima de trés centimetros estdo
significativamente correlacionadas com progndsticos ruins (Cassali et al. 2014).

No que diz respeito a frequéncia dos tipos tumorais observados, o
carcinoma em tumor misto apresentou maior incidéncia entre os casos (33,3%),
corroborando com estudos anteriores que demonstraram maior prevaléncia dos
tumores de origem epitelial entre as neoplasias mamarias de cadelas (Cassali et al.
2012, Tavasoly et al. 2013).

A classificacao BI-RADS de tumores mamarios apresenta sua utilizacao
consolidada na medicina humana, no entanto sua aplicacdo na veterindria ainda se

restringe a pesquisa realizada por Mohammed et al. (2011) utilizando os critérios
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estabelecidos na quarta edigdo publicada em 2003 (American College of Radiology
2003), e do qual nenhum estudo foi encontrado utilizando as informagdes da quinta
e ultima edicao, publicada em 2013 (American College of Radiology 2013). Para a
aplicacdo da técnica na espécie canina, foi realizado ajuste do sistema léxico BI-
RADS® para melhor adequagdo as ferramentas diagnosticas disponiveis na medicina
veterinaria. Foi realizada a exclusao da categoria zero, visto que a mesma abrange
avaliagdes mamarias realizadas através de mamografia, exame este ainda pouco
acessivel na rotina de atendimento veterinario.

A aplicacdo do sistema BI-RADS pode desempenhar importante fun¢do na
rotina clinico-oncolégica de pequenos animais (Mohammed et al. 2011), fato
também verificado a partir da correlagao significativa encontrada nesse estudo
entre a classificacdo BI-RADS proposta e o grau de malignidade, demonstrando a
eficacia desta técnica. Assim como em humanos (Nascimento et al. 2009) esta
classificacdo pode servir como base para orientagdo futura de planejamento de
procedimentos invasivos e/ou cirirgicos necessarios para identificacdo de tipos
tumorais, minimizando procedimentos agressivos em pacientes sem indicacao para
tal, assim como a ado¢do de medidas conservativas quando possivel. Este auxilio ao
direcionamento da conduta terapéutica pode ser mais eficaz somando-se ao BI-
RADS a andlise quantitativa das lesées, que toma como base aspectos relacionados
a ecogenicidade e ecotextura das massas tumorais (Martin et al. 2006, Shen et al.
2007).

O grau de heterogenicidade das neoplasias mamarias, determinado a partir
do histograma dos niveis de cinza, demonstrou correlacdo positiva quando
confrontado com a classificagio BI-RADS e a graduacdo de malignidade
histopatologica das amostras. Fatores relacionados a necrose tecidual com seus
subsequentes agrupamentos de calcificacdes, frequentemente observados em
neoplasias malignas (Cheville 2004, Martins et al. 2010) promovem intensas
alteracdes nas caracteristicas teciduais promovendo diferentes graus de reflexdo
das ondas sonoras com consequente aumento da heterogenicidade da massa
neoplasica (Lima et al. 2013). Nas neoplasias mamarias, um maior grau de
malignidade esta relacionado a um maior indice mitético e rapido crescimento
tecidual, fato que pode promover isquemia e necrose (Jones et al. 1997, Cheville

2001).
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Alguns tipos de tumores mamarios malignos, especialmente os carcinomas
mistos, podem desenvolver ilhas de cartilagem e/ou areas mineralizadas (Jones et
al. 1997), que na ultrassonografia serdo observadas como areas hiperecogénicas
com formacdo de sombra acustica distal (Lima et al. 2013). Entretanto, a presenca
de calcificagdes pode ocorrer em processos benignos, uma vez que esta pode ser
uma resposta do organismo a processos prévios de cicatrizagdo e necrose (Martins
etal. 2010). Outro fator que tem sido associado a neoplasias mamarias de origem epitelial
é a hipercalcemia da malignidade, onde se verifica, pelas células neoplasicas, uma
hipersecrecao ectdpica de peptideos que mimetizam a atividade do paratormonio.
Nesses casos ocorre desencadeamento de sinais clinicos semelhantes ao
hiperparatireoidismo, aumentando a possibilidade de calcificagcdo de tecidos moles
a distancia (Cheville 2001).

Algumas neoplasias malignas da glandula mamaria produzem lesdes
cavitarias com conteudo liquido, tais como o carcinoma papilar e carcinoma tubular
(Jones et al, 1997). Ao exame ultrassonografico estas lesdes influenciam a
heterogenicidade tecidual e se caracterizam por area anecéica com formacao de
refor¢o acustico distal (Lima et al. 2013). Entretanto, este achado nao deve ser
utilizado como critério Unico para a sugestdo de grau de malignidade neoplasica,
pois como descrito por Oliveira Filho et al. (2010) estas lesées podem também ser
observadas em distdrbios do crescimento da glandula mamaria, caracterizados
como simples processos benignos. Fatores como caracteristica do tecido adjacente,
vascularizacao e dimensdes da massa devem ser analisadas conjuntamente para
sugestdo diagnostica (Cassali et al. 2014).

Sobre a ecogenicidade das neoplasias estudadas, ndo foi verificada
correlacdo positiva com a categorizacdo BI-RADS, assim como com o grau de
malignidade, sendo caracterizados diferentes graus de ecogenicidade nas
neoplasias malignas. Os tumores mamarios malignos se apresentaram com
variaveis graus de ecogenicidade a depender da severidade de alteragdes no tecido

neoplasico, tais como calcificacdo, necrose e diferenciacao celular.

CONCLUSOES
Pelos resultados obtidos conclui-se que o método BI-RADS esta

relacionado com o grau de malignidade das lesdes neoplasicas sugerindo a
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viabilidade de aplicacao clinica da técnica em cadelas, devendo seu uso ser
estimulado para um melhor planejamento do tratamento cirurgico e/ou
quimioterapico dessa espécie.

Na avaliacao ultrassonografica das neoplasias pela técnica do histograma dos
niveis de cinza, a ecotextura se caracterizou como um fator progndstico mais
significativo que a ecogenicidade, uma vez que quanto mais heterogénea a massa

neoplasica, maior o grau de malignidade observado.
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RESUMO

Foi avaliado o comportamento da perfusdo tumoral, visando melhorar a caracterizagdo
das massas neoplasicas. Foram utilizadas 27 cadelas, com diagndstico histopatoldgico de
neoplasia mamaria, sendo submetidas a avaliacdo Dopplerfluxométrica tumoral, e coleta
de fragmentos neoplésicos para analise de expressdo génica de VEGF, FLT-1, FLK-1 e
ATR1. Foi observada correlacdo positiva entre o FLT-1 e as variaveis PS, Pl e RI. O
FLK-1 apresentou correlacdo igualmente positiva com os pardmetros PS e PI, e uma
tendéncia para Rl (r = 0.45, P = 0.07), enquanto que o VEGF apresentou correlacdo
positiva apenas com Pl. O VEGF também apresentou correlacdo positiva com seus
receptores, porém ndo apresentou correlagdo com o ATR1. O FLT-1 e FLK-1
apresentaram ainda correlacdo positiva entre si, e com o ATR1. Houve diferenca
significativa entre os tipos tumorais quanto a expressdo média do VEGF sendo maior
entre os tumores epiteliais do que nos mesenquimais. As variaveis PS, Pl e RI, associados
com a expressao do VEGF e seus receptores, mostraram-se relevantes para caracterizar a
neovascularizacdo de tumores malignos, e a maior expressao do VEGF em tumores
mamarios epiteliais do que mesenquimais pode ser um indicador auxiliar na
caracterizacdo de neoplasias mamarias malignas em cadelas.

Palavras-chave: Neoplasia, cées, Doppler, ATR1, VEGF

ABSTRACT
The behavior of the tumor perfusion was evaluated aiming to improve the characterization
of the neoplastic masses. Twenty-seven bitches with histopathological diagnosis of

mammary neoplasia were submitted, and submitted to tumor Dopplerfluxometric
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evaluation and collection of neoplastic fragments to analyze the gene expression of
VEGF, FLT-1, FLK-1 and ATRL1. Positive correlation was observed between FLT-1 and
PS, Pl and RI. FLK-1 presented a similar positive correlation with the PS and PI
parameters, and a tendency for IR (r = 0.45, P = 0.07), whereas VEGF showed a positive
correlation just with PI. VEGF also showed a positive correlation with its receptors, but
did not present a correlation with ATR1. FLT-1 and FLK-1 also showed positive
correlation with each other, and with ATR1. There was a significant difference between
tumor types regarding the mean expression of VEGF, being higher among epithelial
tumors than in mesenchymal ones. The PS, Pl and RI associated with the expression of
VEGF and its receptors have been shown to be relevant to characterize neovascularization
of malignant tumors, and the greater expression of VEGF in epithelial mammary tumors
than mesenchymal ones, may be an auxiliary indicator in the characterization of
malignant breast cancers in bitches.

Key-words: Neoplasm, dogs, Doppler, ATR1, VEGF

INTRODUCAO

Tumor mamario canino é considerado a neoplasia mais comum em cadelas ndo
castradas, atingindo uma taxa média superior a 50% dos tumores que acometem fémeas
desta espécie (Feliciano et al., 2012a), e determinando interesse crescente sobre sua
avaliacdo uma vez que podem servir como modelo animal para estudo em humanos, dada
a semelhanca dos aspectos tumorais entre as espécies (Cassali et al., 2014).

Nas Ultimas décadas foi estabelecido através de pesquisas, que como condigdo
essencial para o desenvolvimento tumoral, faz-se necessario a manutengdo de um
adequado suprimento sanguineo das celulas neoplésicas. Esta perfusdo tecidual
exacerbada se deve ao desenvolvimento de microvasos a partir de células endoteliais
pertencentes a capilares circunjacentes as células tumorais, processo denominado de
neovascularizagdo ou angiogénese (Folkman e Klagsbrun, 1987; Pinho, 2005).

A ultrassonografia Doppler é uma ferramenta que permite a obtencdo de
informagdes em tempo real, sobre variados aspectos hemodinamicos dos vasos, como a
presenca, a direcdo e o tipo de fluxo sanguineo (Carvalho et al., 2008). A perfusdo
sanguinea de processos tumorais também tem sido alvo de pesquisas através da
ultrassonografia Doppler, correlacionando seus resultados a possiveis progndsticos de
cada lesdo (Nastri et al., 2011).
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O padrdo de crescimento neoplasico esta relacionado ao desenvolvimento de
neovascularizac6es, a qual ocorre em decorréncia de diversos fatores locais estimulantes
deste processo (Pinho, 2005). Uma vasta gama de fatores de crescimento ja foram
identificados como promotores ou inibidores da angiogénese (Ribatti et al., 2002), dentre
0s quais pode-se citar a Angiotensina Il (ANG 1I) e o Fator de Crescimento Vascular
Endotelial (VEGF) como estimuladores da formacdo de vasos sanguineos (Feliciano et
al., 2012b).

A ANG II é o peptideo biologicamente ativo do sistema renina - angiotensina,
constituindo um regulador importante da homeostase cardiovascular, além de ser
reconhecido como um potente mitdgeno (Deshayes e Nahmias, 2005). A ANG Il também
apresenta atuacdo em variados processos patologicos, sendo descrita como componente
participativo da migracdo e proliferagdo celular, podendo estar envolvida em formagdes
neoplasicas (Nouet e Nahmias, 2000). Seu receptor ATR1, j& foi identificado com
incremento de sua expressdo em mulheres com carcinoma mamario (De Paepe et al.,
2001). Outros estudos constataram ainda que estes receptores atuam no aumento dos
niveis do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF), sugerindo a atuacdo do
ANG |1 na permeabilidade vascular (Zhang et al., 2004).

O VEGF, também chamado de Fator de Permeabilidade Vascular (VPF), é
considerado como um potente mitdgeno de células endoteliais e tem sido o fator pré-
angiogénico mais estudado na oncologia humana (Rebélo, 2009). O aumento da
expressdo de VEGF tem sido correlacionado com o aumento do risco de metéstase em
variados tumores humanos, entre eles as neoformacdes do tecido mamario (Pavlakis et
al., 2008). Na medicina veterinaria, no entanto, apenas estudos mais recentes tem se
dedicado na avaliacdo do VEGF na rotina oncologica dos animais de companhia, havendo
escassas informacdes referentes a relacdo entre a expressdo génica deste fator e
caracteristicas hemodinamicas destas espécies (Feliciano et al., 2012b).

Face ao exposto e visando a associacdo da ultrassonografia Doppler com a analise
da expressdo génica de fatores angiogénicos, objetivou-se neste estudo avaliar o
comportamento da perfusdo tumoral, visando melhorar a caracterizacdo das massas

neoplasicas, e assim possibilitar melhor orientacdo da conduta terapéutica para cada caso.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizadas 27 cadelas provenientes do atendimento do Hospital Veterinario,

sendo estas encaminhadas com prévia avaliagéo clinica e laboratorial, sem distingdo por
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idade ou raca para a selegéo do grupo amostral. Para cada cadela avaliada, foi realizada
uma ficha de identificacdo com os dados relacionados ao historico reprodutivo das
mesmas e principais caracteristicas tumorais dos mesmos.

Este projeto foi encaminhado para a Comissio de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco, apresentando licenca de nimero 0095/2015.

Exame Ultrassonografico

Os animais foram submetidos a tricotomia do abdémen previamente a realizacao
dos exames, sendo todas as avaliagdes ultrassonogréficas realizadas com ultrassom
(VetMed - Mindray®) apresentando transdutor microconvexo multifrequencial (6 a 8
MHz), e sendo estabelecido o uso da maior frequéncia para analise das lesdes tumorais.
Durante a avaliacdo ultrassonografica ndo foi realizada sedacao ou anestesia, 0 paciente
permanecendo em decubito lateral direito/esquerdo apenas com contencao fisica.

Foi realizada a andlise da massa pelo modo bidimensional, com o objetivo de
identificacdo das estruturas vasculares. Uma vez localizados os vasos de maior calibre,
foi aplicada a técnica do Doppler Colorido, seguida do Doppler Pulsado para a avaliacéo
dos fluxos arteriais e venosos presentes na lesdo neoplasica. Foi realizada a corre¢do do
angulo de insonacdo entre o fluxo de Doppler e a direcdo do segmento vascular para
aproximadamente 60°, onde foram obtidos e avaliados trés ciclos consecutivos de
velocidades e amplitudes similares, de cada vaso. A velocidade de pico sistélico (PS),
velocidade diastdélica final (ED), velocidade média do ciclo (TAMAX), relacéo sistole /
diastole (S/D), assim como os valores do Indice de Resistividade (RI) (Pourcelot, 1974)

e Indice de Pulsatilidade (P1) (Gosling et al., 1971) da neovascularizacio tumoral foram

calculados automaticamente pelo software do ultrassom (Figura 1).
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Figura 1: A) Imagem ultrassonografica de tumor de mama canino de aspecto cavitario, apresentando
ecogenicidade mista e ecotextura heterogénea; B) Dopplerfluxometria do nédulo mamario com avaliagdo
dos principais pard@metros hemodinamicos da les&o.
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Andlise histopatoldgica
Realizados os exames ultrassonograficos, as cadelas foram submetidas a ressec¢édo
cirdrgica da cadeia mamaria acometida e respectivas nodula¢des, com posterior obtencao

das medidas tumorais e coleta do fragmento para analise histopatolégica (Figura 2).

Figura 2: Ressec¢do cirdrgica de neoformagdo mamaria ulcerada (A). Imagens B, C e D demonstram
respectivamente a mensuracao de largura, comprimento e altura da massa tumoral.

As amostras foram fixadas em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01M
e pH 7,2. Os fragmentos foram submetidos a clivagem, sendo em seguida processados de
acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em
micrétomo rotativo 4 micrémetros e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE),
segundo metodologia descrita por Behmer et al. (1976). O diagndstico histopatologico
baseou-se na classificacdo proposta por Cassali et al. (2014). Nos casos em que ndo houve
a confirmacdo histopatoldgica de neoplasia maméria, foi determinada a exclusdo do

animal do grupo amostral.

Coleta de amostras tumorais

Foram coletadas aproximadamente 2 a 3g de tecido tumoral de cada amostra
selecionada, sendo as mesmas acondicionadas em criotubos de 2 mL acrescido de TRI®
Reagente. As amostras foram transportadas em temperatura de 4 °C ao laboratorio, sendo

em seguida armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) para posterior isolamento do RNA total.

Extracdo do RNA total e Transcriptase Reversa
Para o isolamento do RNA total as amostras de tecido tumoral foram maceradas
utilizando-se 1dminas de bisturi e pinca, sendo em seguida realizado o protocolo (Trizol)

sugerido pelo fabricante com modificages.
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Para a extracéo foi adicionado 500 pL de TRI® Reagente por amostra e deixado
em repouso por 15 minutos, em seguida adicionou-se 100 pL de cloroférmio (P.A) e
repouso por mais 15 minutos. As amostras foram centrifugadas na rotacéo de 12.000g por
15 minutos, o qual em seguida foi retirado 500 pL de sobrenadante e adicionado em um
novo tubo coletor de 1,5mL. Ao sobrenadante coletado adicionou-se a mesma proporgao
(1:1) de Isopropanol (P.A) e deixado 12 horas em freezer (-20 °C) para prosseguir a
extracdo. Apos o descanso, as amostras foram centrifugadas na rotacao de 12.000g por
15 minutos e descartado calmamente o sobrenadante. Ao tubo foi adicionado 500 uL de
etanol 70%, para retirar impurezas, e centrifugado na rotacdo méxima por 5 minutos.
Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi novamente descartado e o tubo deixado em
repouso por 15 minutos, ao qual foi adicionado agua MilliQ para a elui¢cdo do RNA total.

Para eliminar a contaminacdo com DNA gendmico, todas as amostras de RNA
foram tratadas com RNA-free DNAse (Promega, Madison, USA). O RNA foi
quantificado pela absorbancia em 260 nm e a pureza do RNA foi determinada baseada na
relacio de 260/280 nm por espectrofotometria (NanoVue - PLUS™) e somente amostras
com relagdo entre 1,8 e 2,0 foram utilizadas.

Na obtengédo do DNA complementar total (cDNA) foi utilizado o Kit ImProm-
II™ Reverse Transcription System (Promega®), sendo adicionado 1 pL do
oligonucleotideo iniciador (Oligo(dT)15) e random ao volume de 4 puLL do RNA total.
Todas as amostras foram padronizadas para 1ug, em seguida incubado em termobloco a
70 °C por 5 minutos e esfriado a 4 °C por 5 minutos. A essa mistura foi adicionado 4 puL
do buffer Improm-11™ (5X), 2,4 uL. de MgCI2 (1,5 mM), dNTP (0,5mM de cada ANTP)
e 1,0 da enzima transcriptase reversa Improm-11TM, totalizando um volume final de 20
uL da reagdo, incubada em termobloco 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 60 minutos e

inativacdo da enzima em 70 °C por 15 minutos.

PCR Real-Time (QPCR)
A expressdo do mRNA para os genes relacionados a neovascularizacédo (VEGF,
FLT-1, FLK-1, ATR1) avaliada a partir da amplificacdo de segmentos dos genes com 0s

oligonucleotideos iniciadores estdo relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos usados para a amplificacdo de cada gene em
reacdes de PCR Real-Time

Genes Sequéncia Amplificacdo (bp) Referéncia/ GeBank
VEGF F: CAGTGCCTCTCTCTCAAGGC 127 XM_540047.5
R: GCTGGCAGGGAACGTCTAAT
FLT-1 F: AGTAGCACTCTGCTGGCTTC 130 XM_534520.5
R: GTGTGAGGTCAGAAAGCCCC
FLK-1 F: CACGGAGTTGAGCTGTCTGT 89 NM_001048024.1
R: TCCCAGTTGAAGTCAAGCCC
ATR1  F: TTTTAGCCGCATCTCCAGGG 123 XM_005634552.2
R: AGGCTTTTGGCCAGATCCAA
GAPDH F: GTAGTGAAGCAGGCATCGGA 108 NM_001003142.2
R: GTCGAAGGTGGAAGAGTGGG

Todos os primers foram construidos utilizando o programa Pick primer disponivel
no banco de dados do National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD
(NCBI). As sequencias apresentaram 100% de homologia para a espécie canina.

As reacOes de Real-time PCR foram realizadas com o kit de amplificacdo
MeltDoctor™ HRM-Master Mix (Applied Biosystems), em termociclador (Rotor-Gene
Q da Qiagen®), as reagBes foram realizadas em duplicadas com controle negativo para
identificar reacdes inespecificas.

Em cada reacdo foram utilizados 2,0 pL do cDNA (100ng/pL), 10 uL do HRM-
Master Mix, 0,5 puL de primer sense e anti-sense (10 pM) e 7,0uL de HO Milli Q,
totalizando um volume final de 20 pL. Os seguintes ciclos foram empregados:
temperatura inicial de 95°C por 10 min (ativagdo da enzima), 45 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 60 segundos (captacdo da fluorescéncia). As condi¢des do Melting
foram: temperatura de 60 a 95°C, com incremento de 0,5°C/5segundos.

O gene de referéncia utilizado para normatizar as expressdes dos genes em estudo
foi 0o GAPDH. A quantificacdo relativa da expressdo dos genes foi calculada pelo método
2 — 2Ct(Ljvak e Schmittgen, 2001).

Andlise Estatistica

Os dados que ndo foram normalmente distribuidos de acordo com o teste de

Kolmogorov-Smirnov, foram transformados em logaritmo natural.
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Para avaliacdo da relacdo entre os genes e as variaveis Doppler, agrupados por
tipo tumoral, foi realizada analise de correlacdo de Pearson. Para avaliar o comportamento
do tipo tumoral em relacdo as variaveis Doppler e génicas, utilizou-se analise de variancia
(ANOVA) com teste de Tukey, para testar as diferencas entre as médias. Foi considerado
significativo o valor de P < 0.05. Os dados foram apresentados como média + desvio

padrdo da média.

RESULTADOS

Entre as 27 amostras avaliadas foram identificados ao exame histopatolégico, 22
tumores de origem epitelial e cinco tumores de origem mesenquimal. No que se refere a
avaliacdo Dopplerfluxométrica, sete lesbes neoplésicas ndo apresentaram vascularizagéo
mensuravel através do exame, trés das quais ndo foram, ao menos, detectadas a presenca
de fluxo vascular.

Através da andlise dos dados foi observada correlagcdo positiva entre o receptor
FLT-1 e as variaveis Doppler de PS (r = 0,22, P = 0,05), PI (r = 0,93, P < 0,0001) e RI (r
= 0,46, P = 0,05). O receptor FLK-1 apresentou correlagdo igualmente positiva com 0s
parametros PS (r = 0,28, P = 0,03) e PI (r = 0,96, P < 0,0001) e uma tendéncia para RI (r
= 0,45, P = 0,07). O VEGF apresentou correlacdo positiva com PI (r = 0.47, P = 0,05).
N&o foram observadas correlagdes significativas entre os demais genes e variaveis
Dopplerfluxométricas.

Foram observadas correlacGes significativas entre a expressdo dos genes
estudados. O VEGF apresentou correlagdo positiva com seus receptores FLT-1 (r = 0,92,
P =0,0001) e FLK-1 (r = 0,34, P = 0,0052), porém ndo apresentou correlacdo com o
receptor da angiotensina (ATR1) (r = 0,004, P = 0,8656). Os receptores de VEGF também
apresentaram correlacgdo positiva entre si (r = 0,94, P <0,0001) e com o ATR1 (FLT-1:r
=0,49/P =0,0250; FLK-1:r=0,63 /P =0, 0106).

Quanto ao tipo histoldgico tumoral, ndo houve correlacdo significativa com os
parametros ultrassonograficos analisados.

Houve diferenca significativa entre os tipos tumorais quanto a expressdo média
do VEGF sendo maior entre os tumores epiteliais do que nos mesenguimais, no entanto
ndo foi observada a mesma diferenca com as demais expressdes génicas, bem como com

as variaveis Doppler. Os dados estdo representados na figura 3 e tabela 2.
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Figura 3: Médias e erro padrdo da expressao dos genes avaliados em tumores mamarios
de origem epitelial e mesenquimal de cadelas.

Tabela 2: Médias e desvio padrdo dos dados Dopplerfluxométricos de tumores mamarios
de origem epitelial e mesenquimal em cadelas

Parametros Doppler Tumores epiteliais Tumores mesenquimais
PS 79,92 £ 41,76 84,85 + 30,00

ED 20,88 + 12,37 29,90 + 4,60

TAMAX 35,61 + 18,37 48,79 £ 15,71

S/D 5,61 +5,28 2,78 £ 0,63

RI 0,71+0,14 0,63+ 0,09

Pl 1,97 +£2,13 1,08 £ 0,21

PS = pico sistolico; ED = diastolica final; TAMAX = velocidade media do ciclo; S/D =
relacdo sistole/diastole; Rl = indice de resistividade; Pl = indice de pulsatilidade

DISCUSSAO

O maior numero de neoplasias mamaérias de origem epitelial no grupo

experimental utilizado neste estudo corrobora com a descri¢do sobre neoplasias mamarias
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malignas ja descrita por pesquisas anteriores. O carcinoma mamario € considerado o0 mais
frequentemente observado em cadelas, ao passo que 0s sarcomas apresentam menor
incidéncia nesta especie (Misdorp et al., 1999).

A aplicacdo do estudo Doppler em nddulos mamarios baseia-se na deteccdo de
angiogénese tumoral promotora da formacéo de vasos dentro e em torno da neoplasia
(Nastri et al., 2011). Nos tumores analisados nao foi possivel a mensuracédo
Dopplerfluxométrica da totalidade das amostras, evidéncia que também ocorreu em
outros estudos em pacientes humanos (Chao et al., 1999; del Cura et al., 2005) e caninos
(Feliciano et al., 2012b). Este fato esta possivelmente associado ao pequeno tamanho de
algumas massas tumorais que inviabilizaram a correta visibilizacdo das
neovascularizagbes. Como descrito por Nyman et al. (2006) a identificacdo dos vasos
depende dos seus respectivos tamanhos, apesar da relevante sensibilidade da técnica.
Além disso, a capacidade de deteccdo de fluxo por este método estd diretamente
relacionada a obtencdo do correto angulo de insonagdo entre 0 vaso sanguineo e o feixe
sonoro, devendo o mesmo estar perpendicular um em relacéo ao outro (Carvalho et al.,
2008).

Quanto aos diferentes estudos ultrassonograficos ja realizados acerca de tumores
mamarios caninos, apenas alguns descrevem a analise hemodinamica das lesdes e suas
respectivas velocidades e indices Doppler (Nyman et al., 2006; Feliciano et al., 2012b).
Na medicina humana, entre as variaveis ultrassonograficas analisadas em estudos
oncoldgicos, a PS tem se mostrado como importante indicador de malignidade das lesdes,
sendo descrito que picos acima de 20 cm/s estéo significativamente relacionados a leses
malignas (Dock et al., 1991). O fato dos valores médios de PS neste estudo terem sido
bem superior a 20 cm/s sugere que este parametro também seja um critério importante
para caracterizacdo de neoplasias mamarias malignas em cadelas.

A real importancia do RI na diferenciacdo tumoral é controversa na literatura.
Alguns autores consideram que avaliagdo do Rl é importante para auxilio na
diferenciacdo de neoplasias malignas e benignas, onde massas com altos valores de RI
sugerem maior grau de malignidade (Gokalp et al., 2009). Entretanto, outros estudos
citam que o desenvolvimento de vasos patologicos em carcinomas, devido a resposta a
fatores angiogénicos, pode levar & diminuicdo da resisténcia do fluxo sanguineo
intratumoral (Feliciano et al., 2008). Em cadelas, a estimativa do RI parece ndo ser uma
ferramenta Util para a caracterizacdo de tumores mamarios malignos. Apesar dos nossos

resultados demonstrarem correlacdo significativa desta variavel com os fatores de
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angiogénese tumoral, a mesma foi classificada como fraca, assim como descrito por
Feliciano et al. (2012b) que ndo conseguiram estabelecer relacdo entre o Rl e Pl com o
grau de malignidade das lesdes.

Neste estudo foi observada alta correlagdo da variavel Pl com a maioria dos fatores
angiogénicos analisados (VEGF, FLT-1 e FLK-1), estando este achado possivelmente
relacionado a influéncia destes genes no aumento da perfusdo tumoral. Como descrito por
Yonemaru et al. (2006), a expressao do VEGF simultaneamente a dos seus receptores
presentes nas ceélulas endoteliais, estd associada ao aumento da vascularizagdo, assim
como ao desenvolvimento de processos malignos. Em humanos valores aumentados de
Pl e Rl podem indicar uma tendéncia de malignidade de tumores mamarios, porém este
ndo deve ser considerado como o principal critério de malignidade (del Cura et al., 2005).
Estudos em mulheres apontam que, apesar dos valores médios de Pl e RI serem
comprovadamente superiores nos tumores mamarios malignos, quando se analisa 0s
valores médios e respectivos desvio padrdes existe uma sobreposicao dos valores de Pl e
RI, impossibilitando o estabelecimento de um ponto de corte entre processos malignos e
benignos (Youssefzadeh et al., 1996; Chao et al., 1999).

Um dos primeiros estudos da medicina veterinaria sobre VEGF em neoplasias
mamarias de cdes, ja descreviam relevante importancia deste fator na promogéo da
angiogénese e crescimento tumoral (Graham e Myers, 1999). A positiva correlacdo
encontrada neste estudo entre a varidvel PS e os receptores do VEGF podem estar
relacionados a influéncia que o FLT-1 e FLK-1 desempenham no aumento da
permeabilidade e dilatagdo vascular, além do crescimento tumoral e inibigdo da apoptose
(Restucci et al., 2002). Neste estudo o valor médio da expressdo do VEGF foi maior entre
o0s tumores epiteliais quando comparado com a média dos tumores mesenquimais. Como
descrito por Yoshiji et al. (1996), a expressdo génica do VEGF apresenta valores de
destaque nos carcinomas mamarios de mulheres quando comparado com outros
marcadores tumorais, indicando que o VEGF pode apresentar um papel crucial na
angiogénese de tumores epiteliais. Apesar de existirem limitadas pesquisas analisando o
VEGF em tumores mamarios caninos (Feliciano et al. 2012b), sabe-se que seu aumento
demonstra associagdo com maior agressividade do tumor e pode ser uma ferramenta
auxiliar para estabelecimento do progndstico de pacientes (Nociti et al., 2015).

O receptor de angiotensina Il, o ATR1, apesar dos seus ja descritos niveis de
expressdao aumentados no tumor de mama de mulheres (De Paepe et al., 2001), ndo

demonstrou significativa relagdo com a expressao do VEGF, bem como com as variaveis
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Doppler. Este fato estd possivelmente relacionado a obtencdo de resultados muito
varidveis para este gene neste estudo, incluindo amostras em que néo foi obtida nenhuma

expressao do mesmo.

CONCLUSAO

Os parametros Doppler PS, Pl e R, associados com a expresséo do VEGF e seus
receptores, mostraram-se relevantes para caracterizar a neovascularizacdo de tumores
malignos, independente do tipo tumoral.

A maior expresséo do VEGF em tumores mamarios epiteliais do que
mesenquimais pode ser um indicador auxiliar na caracterizacdo de neoplasias mamarias

malignas em cadelas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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O método BI-RADS estd relacionado com o grau de malignidade das lesdes
neoplésicas sugerindo a viabilidade de aplicacéo clinica da técnica em cadelas;

O uso desta classificacdo deve ser estimulado para um melhor planejamento do

tratamento cirargico e/ou quimioterapico dessa espécie;

Na avaliacdo ultrassonografica pela técnica do histograma dos niveis de cinza, a

ecogenicidade ndo se caracterizou como um fator progndstico significativo;

O paréametro de ecotextura obtido pelo histograma demonstrou alta correlacdo com o
grau de malignidade dos tumores, sugerindo sua aplicabilidade como fator decisivo

para orientacdo sobre a conduta terapéutica.

Os parametros Doppler PS, Pl e RI, associados com a expressdao do VEGF e seus
receptores, mostraram-se relevantes para caracterizar a neovascularizagédo de

tumores malignos, independente do tipo tumoral.
A maior expressdo do VEGF em tumores mamarios epiteliais do que mesenquimais

pode ser um indicador auxiliar na caracterizagdo de neoplasias mamarias malignas

em cadelas.
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APENDICE 1

Ficha de ldentificacdo

Data:

NdUmero de ID:

Solicitante:

Nome do Tutor:

Telefone:

E-mail:

Nome do Paciente:

Espécie:

Raca:

Idade:

Peso:

Uso prévio de contraceptivos: ( )NAO ( )SIM Duragéo:

Castracdo: () NAO ( )SIM Data da castragéo:

Caracteristicas tumorais:

Evolugédo tumoral:

Mamas acometidas:



C’/"f

A
Cf\f:

|
.
.

JA

Metastase: () NAO ( )SIM Localizagdo:

Avaliacdo Hematoldgica:

Avaliacdo Histopatologica:

Observacdes adicionais:
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APENDICE 2

Ficha Descritiva de Categorizacdo BI-RADS Modificada

ID: BI-RADS:
Forma: () Oval
Orientagéo: ( ) Paralela
Margem: ( ) Circunscrita

Padréo de Ecos: ( )Anecoico
solido
(Ecogenicidade) ( )Hipoecoico

Caracteristicas Posteriores:

Calcificagoes: () Ausente

Intraductal

Caracteristicas Associadas

( ) Distorcéo Arquitetural
( ) AlteracGes Ductais

( ) AlteracGes Pele

( ) Edema

( ) Interna na massa

Tamanho do tumor:

( ) Redonda () Irregular

( ) Néo Paralela

Né&o circunscrita
() Indefinida

( ) Angulada

() Microlobulada
( ) Espiculada

( )Hiperecoico () Complexo

(' )Isoecogénico ( ) Heterogéneo
( )Ausente
( ) Reforco
() Sombra

( ) Padrdo Combinado

() Externa a massa

cistico-

( )
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Vascularizacéo: ( ) Ausente () Interna

Casos Especiais

( ) Cisto simples

() Microcistos agrupados

() Cistos complicados

() Neoplasias cutaneas adjacentes
() Anormalidades vasculares

( ) Colecdo liquida pos-cirurgica

() Necrose gordurosa

() Periférica
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APENDICE 3

Ficha de Classificacdo Léxico BI-RADS Modificada

Categorias Comentario / Conduta Probabilidade
de Malignidade
1 — Negativa Nenhuma lesdo observada / Rotina 0%
2 — Benigna Achado sem caracteristicas de malignidade / 0%
Rotina

3 — Provavelmente benigna  Provavelmente benigno / Controle (6 meses) 0a<2%
4 — Suspeita de malignidade Considerar biopsia

v' 4A: Baixa Baixa probabilidade de malignidade 2a<10%

v" 4B: Moderada Moderada probabilidade de malignidade 10 a<50%

v 4C: Alta Alta probabilidade de malignidade 50 a < 95%
5 — Altamente sugestiva de Considerar biopsia / Conduta terapéutica >95%

malignidade

6 — Malignidade confirmada

adequada ao caso

Diagnostico ja obtido através de bidpsia /
Exciséo cirurgica quando apropriado
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APENDICE 4

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé, tutor, estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer

parte do estudo, assine ao final deste documento.

Titulo do Projeto: TECNICAS ULTRASSONOGRAFICAS DE ANALISE E
CATEGORIZACAO DE NEOPLASIA MAMARIA CANINA E SUA RELACAO COM
A ANGIOGENESE

Pesquisador responsavel: Proft Dr® Aurea Wischral

Pesquisador participante: Débora Monteiro Navarro Marques de Oliveira

Este estudo tem por objetivo determinar as caracteristicas imaginoldgicas de
neoplasias mamarias em cadelas e gatas e sua correlagdo com a expressao do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e seus receptores, e receptor da angiotensina Il
(ANG II).

Para sua realizacdo o paciente sera submetido a tricotomia da regido abdominal,
contencdo fisica para realizacdo do exame ultrassonografico e radiografico, e coleta de
amostras teciduais da neoplasia mamaria, ap6s o procedimento cirurgico de retirada do
tumor. E possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos: estresse pela
contencdo fisica para realizacdo do exame ultrassonografico/radiografico. Destaca-se que
a realizacdo do mesmo sera indolor e sem riscos a vida do paciente. Os beneficios que
esperamos com o estudo sdo: maior compreensdo sobre parametros ultrassonograficos e
fatores angiogénicos relacionados a neoplasias mamarias em cadelas e gatas;
determinacdo de parametros ultrassonograficos que possam ter aplicabilidade na rotina
oncolodgica de animais de companhia; instituir novos critérios de diagnéstico por imagem
em cadelas e gatas com neoplasia mamarias, visando favorecer o estadiamento da doenca
e promover melhor orientacdo terapéutica.

Ressalta-se que durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar
qualquer davida ou pedir qualquer outro esclarecimento referente ao mesmo. VVocé tem
garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissdo, a qualquer

momento, sem nenhum tipo de prejuizo. As informacgdes desta pesquisa serdo
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confidencias, e serdo divulgadas apenas em eventos ou publica¢Bes cientificas, ndo
havendo identificacdo dos voluntarios, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacao

(confidencialialidade).

Eu, ( ),

apos a leitura deste documento acredito estar suficientemente informado, ficando claro

para mim que minha participacdo € voluntéria e que posso retirar este consentimento a
qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também
dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais meu animal serd submetido, e da
garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.

Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em

participar deste estudo:

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste voluntario (ou de seu representante legal) para a participacdo neste

estudo:

Assinatura do responsavel pela obtencéo do TCLE
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ANEXO 1

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissao de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentac¢io e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugio do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 0095/2015

Numero do processo - 23082.007573/2015

Data de emissdo da licenga 24 de Agosto de 2015

Titulo do Projeto Correlagdo da ultrassonografia Doppler e Histograma dos

niveis de cinza com a expressdo génica de Ang Il e Vegf em

cadelas e gatas com neoplasia mamaria.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extensdo)

Responsavel pela execugio do Aurea Wischral

projeto

Colaboradores Débora Monteiro Navarro Marques de Oliveira; Maria

Albeline S. Lacerda.

Tipo de animal e quantidade total Céo 20; Gato 20; total de 40 animais.

autorizada

o guemce UFRPE. poof D Matleyoe Amori
Prof. Dra. Marleynd José Afonso Actioly Lins Amorim gy Coordessdora CEUA
(Coordenadora da CEUA-UFRPE) e
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