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RESUMO

O estudo dos tumores de mama que afetam cadelas é de grande importancia
devido & alta frequéncia com que surgem na clinica de pequenos animais, sendo a
neoplasia mais comum em cadelas. E necessario obter maior conhecimento sobre a
circulacdo linfatica na glandula mamaria e suas possibilidades de comunicagéo para que
a técnica cirdrgica adequada seja escolhida. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a importéancia da retirada do linfonodo axilar com auxilio do corante azul patente
em neoplasias mamaérias de cadelas. Nesse experimento foram avaliadas 49 cadelas com
neoplasia maméria submetidas a mastectomia unilateral total. O corante azul patente
2,5% foi aplicado na regido intradérmica periareolar da mama torécica cranial como
forma de identificagdo da drenagem linfatica da mama e a localizacdo do linfonodo na
regido axilar das pacientes. Apds sua resseccdo, o linfonodo foi submetido a analise
histopatoldgica e imuno-histoquimica para procura de metastase. Como resultado foram
encontrados 8 (16,33%) animais com metastase em linfonodo axilar, sendo sete pela
histopatologia e um somente pela técnica de imuno-histoquimica usando o anticorpo
citoqueratina. Um animal que apresentava nédulo mamério em mama abdominal caudal
apresentou metéstase em linfonodo axilar, o que sugere que a presenga de tumor
provoca linfangiogénese, ou seja, neoformagdo na drenagem linfatica perdendo o padréo
de drenagem da cadeia mamaria ja descrito. Esse estudo mostrou que a técnica de
coloracdo de linfonodo axilar foi de facil execucdo, facilitou a retirada do linfonodo
axilar, sendo indicada sua retirada em mastectomia de cadelas devido a significante
presenca de célular tumorais no mesmo.

Palavras-chave: azul patente, cancer de mama, metastase linfatica.



ABSTRACT

The study of breast tumours affecting dogs is of great importance due to the high
frequency in which they occur in clinical small animal, being the most common cancer
in dogs. Greater insight must be obtained into the lymphatic circulation in the mammary
gland and its communication possibilities for the adequate surgical technique to be
chosen. This study aimed to evaluate the importance of the withdrawal of axillary
lymph node in breast tumours in bitches with the help of patent blue dye. In this
experiment, 49 bitches with mammary tumours undergoing unilateral total mastectomy
were evaluated. The 2.5% blue dye was administered intradermally in the periareolar
cranial thoracic region of the breast as a means of identifying lymphatic drainage of
breast cancer and the location of the lymph node in the axilla of the patient. After
resection, the lymph nodes were subjected to histopathologic and immunohistochemical
analysis to search for metastasis. We found 8 (16.33%) animals with metastatic axillary
lymph node, seven by histopathology and only one by immunohistochemical technique
using cytokeratin antibody. One of the animals with caudal abdominal mammary gland
tumour was found to have metastasis in the breast axillary lymph, suggesting that the
presence of tumour lymphangiogenesis. We found that the axillary lymph node staining
technique was easy to perform and facilitated the removal of axillary lymph node. Our
results suggest that the removal of the axillary lymph node is indicated in bitches
submitted to mastectomy due to the significant presence of metastasis in this ganglion.

Keywords: blue dye, breast cancer, lymphatic metastasis
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mamérias sdo os tumores mais frequentes em fémeas caninas.
Cadelas com neoplasias mamarias devem ser submetidas a estadiamento para definir
progndstico e protocolo terapéutico da doenga, assim como é feito em mulheres.
Quando submetidas ao procedimento cirdrgico de mastectomia, o linfonodo inguinal
por sua posi¢do anatdbmica é retirado junto da mama correspondente. Entretanto o
linfonodo axilar somente é retirado quando se observa alteracdo na palpacdo do mesmo.
Isso ocorre, em parte, devido & dificuldade de sua localizag&o e pela falta de estudos que
comprovem a importancia de sua remogdo (CASSALI et al., 2014).

O linfonodo sentinela (LNS) é definido como o primeiro ganglio linfatico a
drenar uma neoplasia, e por esta razdo deve ser o primeiro sitio a receber células
tumorais se ocorrer disseminacdo linfatica (PAZ et al., 2001, TUOHY et al., 2009).
Cada vez mais tem sido observado que quando ha presenca de tumor na cadeia
mamaéria, a drenagem linfética ndo segue o padrdo descrito pela literatura, o que se deve
a linfangiogénese estabelecida pela presenca do céncer. Estudos demonstram que
linfonodos correspondentes a regides que possuem neoplasia mesmo sem apresentar
alteracéo de tamanho e consisténcia podem j& estar com metéstase (BESERRA, 2014).

Esse estudo tem como objetivo avaliar a técnica de coloragéo de linfonodo axilar
e submeter 0 mesmo & andlise histopatolégica e imuno-histoquimica avaliando assim a

importancia de sua retirada em mastectomia de cadelas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Auvaliar o linfonodo axilar como sentinela em neoplasias mamarias de cadelas

submetidas & mastectomia unilateral total.

2.2 Objetivos Especificos

— Auvaliacdo clinica do linfonodo axilar através da verificacdo de mobilidade,
consisténcia e tamanho.

— Avaliar a técnica de marcacdo linfatica com o corante azul patente.

— Avaliar a presenca de células tumorais no linfonodo axilar em mastectomias
unilaterais totais de cadelas através de método histopatologico e imuno-histoquimico.

— Avaliacdo da morbidade pds-operatéria devido a manipulagdo da regido axilar.

— Correlacionar a presenga de metastase com a mama acometida pela neoplasia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia da glandula maméria canina

A mama é uma glandula sudoripara ap6crinas modificadas encontradas apenas
em mamiferos (SONREMO et al., 2011). A cadela possui cinco pares de glandulas
mamarias, denominadas, de cranial para caudal, toracicas craniais (M1), toracicas
caudais (M2), abdominais craniais (M3), abdominais caudais (M4) e inguinais (M5),
embora que, excepcionalmente, possa apresentar apenas quatro pares (ZUCCARI et al.,
2002; MURPHY, 2008). As glandulas mamarias ficam dispostas em duas fileiras
separadas, estendendo-se das regides toracica a inguinal (SWAIN, 2007)

Em cadelas saudaveis a circulagédo linfatica promove a drenagem de glandulas
homolaterais, mas ndo existe contato direto entre as cadeias direita e esquerda. Todas as
glandulas tém drenagem independente para o linfonodo mais proximo. No entanto, as
glandulas abdominais craniais sdo as Unicas que drenam simultaneamente para o
linfonodo axilar acessdrio e para os linfonodos inguinais superficiais (ZUCCARI et al.,
2002; MURPHY, 2008).

J& em cadelas com neoplasia mamaria, a drenagem para linfonodos regionais
depende da localizagdo do tumor na glandula maméria, tendo duas regides para
drenagem. As mamas torécicas e em alguns casos a mama abdominal cranial drenam
para o linfonodo axilar e eventualmente para os linfonodos cervicais superficiais. A
mama abdominal caudal e a mama inguinal tem a drenagem para o linfonodo inguinal
superficial. Ha casos em que a glandula tem drenagem dupla, indo ao linfonodo axilar e
ao inguinal superficial, o que mostra heterogeneidade e plasticidade do sistema linfatico
da cadela (STAN et al., 2010). Drenagem para o linfonodo contralateral também ja foi
reportada, devido & neoformagdo de vasos linfaticos (linfangiogénese) induzida pelo
tumor. Foi observado que coletar amostra somente do linfonodo mais proximo ao
nddulo ndo tem sido suficiente para um correto estadiamento tumoral e pode ser

neglicenciada a presenca de doenga locorregional (SONREMO et al., 2013).
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Figura 1. llustracdo da localizacdo das glandulas mamarias na cadela
e os linfonodos correspondentes (Fonte: adaptado de MADIA, 2015).

3.2 Neoplasias mamarias em cadelas

Tumores de glandulas mamérias representam a neoplasia mais comum em
cadelas ndo castradas (SLECKX et al., 2013; SONREMO et al., 2013). Destas, 41 a
53% sdo de carater maligno. Entretanto, pesquisas brasileiras sugerem que os tumores
mamarios malignos compreendem 60 a 82% dos diagndsticos (TERRA & VARALLO,
2013). As formagdes neoplasicas podem ser Unicas ou multiplas, sésseis, moveis,
cisticas, ulceradas, inflamadas, com uma ampla variacdo de tamanho (milimetros a
centimetros) (SONREMO et al., 2013). Tumores de mama geralmente sdo encontrados
em cadelas nédo castradas ou que foram castradas tardiamente. Outros fatores de risco
importante sdo a idade e a exposicdo hormonal, além de raca, dieta e obesidade
(SONREMO et al., 2011).

Durante o processo de desenvolvimento dos tumores mamarios ocorre
angiogénese e linfangiogénese. A formagdo desses novos vasos sanguineos e linfaticos

é essencial para invasdo e metastase tumoral (SLECKX et al., 2013). A inspecdo do
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linfonodo regional deve fazer parte da rotina de avaliagdo dos tumores de mamas em
cadelas pois a presenga de metéstase tem impacto no estadiamento tumoral do céancer,
na sobrevida e no tratamento a ser determinado (CASSALI et al., 2014).

Bidpsia aspirativa por agulha fina é recomendada para auxiliar no diagndstico e,
portanto, ajudar no planejamento cirdrgico para muitos tipos de tumores. Também pode
ser Gtil em alguns tipos de tumor mamario, mas pode ser ndo ser confidvel, devido a

heterogeneidade dos tipos histoldgicos mais comuns (MURPHY, 2008).

3.2.1 Vias de metastase do cAncer de mama em cadelas

O sistema linfatico € um componente vital do sistema cardiovascular e é
composto de vasos linfaticos, linfonodos e linfa. Os linfonodos localizam-se em toda
parte do corpo, sdo circundados por tecido adiposo e estdo intimamente associados a
grandes vasos sanguineos. S8o estruturas reniformes, revestidas por uma capsula
delgada de musculatura lisa e fibras elésticas. Os avangos recentes no diagnostico por
imagem, disseccdo anatdmica e no exame histolégico tém possibilitado a pesquisa mais
detalhadas desses sistema (HARDIE & PETRUS, 2007). O sistema linfatico
desempenha um papel importante no transporte de células tumorais e por isso representa
a via mais comum de metastases em neoplasias (PEREIRA et al., 2003; PATSIKAS et
al., 2006).

A presenca de metéstases nos linfonodos axilares € um dos fatores mais
importantes no estadiamento e avaliagdo progndstica de mulheres com cancer de mama.
O tamanho do tumor primério, o tipo e grau histoloégicos também sdo fatores
importantes e associados a metéastases. Tumores maiores que dois cm tém maior chance
de estarem associados a metéstases em linfonodos no momento do diagndstico.
Tumores com alto grau histolégico apresentam maior tendéncia a metéstases em
mulheres (MARINHO et al., 2008).

Em geral, os tumores epiteliais malignos fazem metéstase por via linfatica e os
sitios mais comuns sdo os linfonodos regionais, pulmdes e figado (TERRA &
VARALLO, 2013). O componente epitelial normalemente gera metéastase por via
linfatica para os linfonodos regionais e pulmdes enquanto o componente mesenquimal
produz metastase por via hematdgena até os pulmdes (SORENMO et al., 2011).

Presenca de metéstase em linfonodo axilar é preocupante pois por fazer parte do
centro linfatico axilar, encontra-se muito préximo de outros centros linfaticos

importantes como cervical superficial e tordcico ventral (PEREIRA et al., 2003).
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3.2.2 Estadiamento tumoral

A determinacdo do estdgio clinico do tumor ajuda a entender a gravidade do
tumor e sugere o progndstico e tratamento adequado a ser instituido (CASSALI et al.,
2014). O minimo de exames a ser realizado para correto estadiamento sdo: exame de
sangue (hemograma e bioquimicos), radiografia toricica em trés posices e
ultrassonografia abdominal (CASSALI et al., 2014; SONREMO et al., 2013).

O estadiamento clinico é determinado de acordo com o sistema TNM e
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) para tumores de mama caninos
(Tabela 1). Baseado nesse sistema, o tamanho da lesdo priméria (T), a presenca de
metéstase em linfonodo regional (N) e a presenga de metéstase a distancia (M) podem
ser classificados (CASSALI et al.,, 2014; SONREMO et al.,, 2013). O tamanho €
considerado um fator prognostico independente dos demais fatores para tumores de
mama em cadelas. Nodulos com trés centimetros ou menores tem uma correlagéo
significativa com melhor progndstico comparado a neoplasias maiores. Esse parametro
pode ser facilmente obtido e deve ser considerado na tomada de decisOes de terapia
complementar. (CASSALI et al., 2014).

Tabela 1. Estadiamento tumoral do cancer de mama em cadelas. Modificado de
Sonremo, 2013.

Estadiamento tumoral do cancer de mama em cadelas. Modificado de Sonremo, 2013.

Estagio Tamanho tumoral Status linfonodal Metéstase a distancia
1 T1: <3cm NO MO
2 T2:3-5cm NO MO
3 T3:>5cm NO MO
4 Qualquer tamanho N1 (positivo) MO
5 Qualquer tamanho Qualquer M1 (metéstase)

3.2.3 Tratamento cirdrgico da neoplasia maméria

Existem diversas técnicas cirurgicas relacionadas ao tratamento do tumor de
mama em cadelas. A literatura cita a lumpectomia simples, mastectomia, mastectomia
regional, mastectomia unilateral de toda a cadeia ou mastectomia bilateral. A técnica

geralmente é definida conforme o caso e explicado ao tutor as vantagens e desvantagens
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de cada uma e considera o fato de s6 remover o tumor com margem cirdrgica ou
mastectomia profilatica de mamas clinicamente normais junto com as mamas afetadas.
Um estudo mostrou que em 99 cadelas, todas ndo castradas, a técnica escolhida interfere
no progndstico da doenga. Nesses animais foi realizada somente a lumpectomia ou a
mastectomia simples da mama afetada. De todas, 58% desenvolveram tumor na cadeia
ipsilateral em uma ou mais das mamas restantes que ndo haviam sido retiradas. Os
autores defendem a realizacdo da mastectomia unilateral total para tumor de mama
unico (STRATMANN et al., 2008).

Um estudo retrospectivo incluindo apenas cées com carcinoma que tiveram o
linfonodo removido ou submetido a bidpsia, mostrou que o seu status é um fator
altamente progndstico. Outros estudos confirmaram esses achados. A informagdo sobre
o status do linfonodo é extremamente importante quando se considerada a necessidade

de terapia adjuvante em cadelas com tumores de mama (SORENMO et al., 2013).

3.2.4 Linfonodo sentinela

O linfonodo sentinela (LNS) é definido como o primeiro linfonodo a drenar uma
neoplasia, e por esta razdo serd o primeiro sitio a receber metastases se ocorrer
disseminacdo linfatica (PAZ et al., 2001, TUOHY et al., 2009). A primeira descri¢do de
mapeamento de linfonodo sentinela em animais foi feita em gatos hd 20 anos
(SONREMO et al., 2013).

A bidpsia do LNS possibilita a preservacdo dos demais linfonodos da axila,
reduzindo a morbidade pds-operatdria no cancer de mama em mulheres (PIATO et al.,
2008). Como a metéastase em linfonodo (LN) é um dos fatores progndsticos mais
importantes para a sobrevivéncia em animais, a avaliagdo do LN regional é essencial no
estadiamento do céncer de mama, a fim de determinar o progndstico e determinar
tratamentos adjuvantes ideais. O procedimento de remogdo do LNS consiste em
reconhecer e remover o primeiro LN (s) que drena o fluido linfatico do tumor. Na
mulher, o uso do mapeamento do LNS tem alterado significativamente o tratamento do
cancer de mama pois determina a abordagem terapéutica de cada caso. Técnicas de
estadiamento dos linfonodos devem ser reconsideradas na cadela. O mapeamento
significa detectar quais linfonodos estdo drenando o tumor e, portanto, onde existe a
maior probabilidade de encontrar metastase (SORENMO et al., 2013).

O status linfonodal é feito pela identificacdo do linfonodo sentinela e atua como

fator prognéstico em tumor de mama e tem importancia na determinagdo da conduta
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terapéutica. Apesar de saber disso, ha poucos estudos relacionados a linfangiogénese e
microsuprimento linfatico da glandula mamaria (CASSALI et al., 2014).

Na rotina da medicina veterinaria, linfonodos somente sdo submetidos a pungéo
ou bidpsia incisional/excisional se estiverem alterados na palpacdo, o que leva a um
estadiamento inapropriado. Um estudo realizado em 100 animais com melanoma
mostrou que ndo é confiavel relacionar entre a palpagdo do linfonodo e a presencga de
metéstase no mesmo e que portanto, a palpacdo ndo poderia definir o estadiamento de
forma segura (TUOHY et al., 2009; WILLIAMS & PACKER, 2003).

Em caninos submetidos a procedimentos cirdrgicos, a decisdo da técnica
cirirgica geralmente é baseada na facilidade de acesso e presenca de linfonodos
palpaveis. Como um resultado disso, o linfonodo inguinal geralmente é removido junto
a mama inguinal enquanto o linfonodo axilar raramente é avaliada (somente quando
palpavel) devido & potencial morbidade por estar localizado junto a importantes
estruturas na axila (artéria, veia e nervos) (TUOHY et al., 2009).

O estado linfonodal é o fator prognéstico mais importante no cancer de mama
em mulheres e tem se mostrado repetidamente como o indicador mais importante de
sobrevida livre da doenca e sobrevida global. Apenas 20% a 30% das pacientes com
nddulo negativo desenvolverdo recidiva no prazo de 10 anos, em comparagdo com cerca
de 70% dos pacientes com envolvimento de linfonodo axilar (BUITRAGO et al., 2011).

Um dos desafios do estadiamento é a incapacidade de visibilizar o LN,
resultando em falhas que podem levar a um tratamento de qualidade inferior ou em
recorréncia axilar. Diferentes corantes azuis tém sido utilizados para o procedimento de
marcacdo do linfonodo sentinela, sendo os corantes azul isosulfan e azul patente
aprovados para uso de procedimento em humanos. Os beneficios do uso de corante
incluem maior facilidade na identificacdo dos nddulos linfaticos em situacdo de risco
transoperatorio com minimas incisdes cirirgicas e com eficiéncia, especialmente para
os linfonodos axilares raramente avaliados (SORENMO et al., 2013). Além desses, 0s
corantes azul de metileno, iopamidol e verde de indocianina também podem ser
indicados para deteccdo do LNS, além de hemossiderina (pigmento de ferro) (SOUZA
et al., 2012). Apos injecdo, o corante é drenado pelo sistema linfatico, permitindo a
visualizacdo da cadeia linfatica regional durante o procedimento cirurgico (EL KHATIB
et al., 2011).

Em um estudo realizado com caes, observou-se a difusdo do corante azul de

metileno para a cadeia linfatica, corando vasos linfaticos e linfonodos, 0s quais
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apresentaram-se corados ap6s 10 minutos da aplicacéo. A utilizacéo do corante azul de
metileno foi Gtil na localizagdo do linfonodo sentinela ja que nenhum outro tecido foi
corado pelo mesmo. Avaliacdo histopatologica deste linfonodo auxiliou no
estadiamento do tumor e consequentemente no estabelecimento do prognostico da
paciente (CAMPOS et al., 2007). Essa técnica é de baixo custo e facil execugdo, ndo
havendo necessidade de treinamento prévio, e pode ser aplicada com sucesso na rotina

cirdrgica de pequenos animais. (KHATIB et al., 2011).

3.2.5 Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica

Linfonodos podem apresentar metéstase (detectadas pela técnica de rotina
hematoxilina e eosina) ou micrometéstases, o que se refere a disseminacéo sistémica de
um pequeno numero de células tumorais que ndo sdo detectadas por histopatologia e
que podem ser a grande responsével pela doenca metastatica em pacientes inicialmente
diagnosticado como linfonodo negativo (TUOHY et al., 2009).

A imuno-histoquimica (IHQ) teve grande desenvolvimento a partir da década de
1970, quando foi possivel demonstrar antigenos teciduais pela técnica de imuno-
peroxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina. Atualmente, a IHQ
estd incorporada & patologia cirdrgica como método diagndstico complementar
(SALLES et al., 2009).

O exame histopatoldgico rotineiro do linfonodo sentinela consiste no estudo de
um Unico corte histolégico corado pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). Esse
método tem se mostrado incapaz para descartar ou confirmar a presenga de metéstase do
tumor primario e ndo apresenta a acuracia esperada, uma vez que em parte significativa
dos casos em que o LS foi considerado livre existiam metastases que foram detectadas
por técnicas de exame imuno-histoquimico (PIATO et al., 2008).

Em humanos € comum a utilizagdo de citoqueratina para detectar
micrometastases ocultas em linfonodos regionais. Ao utilizar essa técnica é possivel
avaliar prognostico relacionado ao intervalo livre de doenca e sobrevida global das
mulheres submetidas a linfadenectomia (SONREMO et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Local do Estudo

Esse estudo foi realizado no Bloco Cirlrgico de Ensino e Pesquisa da FAVET
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FAVET-UFRGS), no Hospital de
Clinicas Veterinérias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS)
(ANEXO 1) e no Setor de Patologia Veterinaria (SPV-UFRGS), ap6s aprovagdo da
Comissio de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA) sob o nimero 26411
(ANEXO 2).

4.2 Delineamento experimental

Foram tratadas 50 cadelas de diferentes racas, com idade variada, provenientes
do atendimento do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (HCV-FAVET-UFRGS) que apresentavam neoplasia mamaria. As
pacientes foram selecionadas por meio de divulgagdo do projeto aos tutores que eram
clientes do HCV-UFRGS e aos médicos veterinarios do Hospital. Alguns caninos ja
possuiam alguns exames complementares, mas outros nunca haviam sido submetidos a
avaliagdo do tumor de mama.

Né&o foram incluidos no estudo cadelas com metastase a distancia, que tinham
recebido quimioterapia citorredutora prévia ou que possuissem outra doenga
concomitante que impossibilitasse a paciente de ser submetida ao procedimento
anestésico e cirdrgico. As pacientes ndo podiam ter sido submetidas a nenhuma cirurgia
relacionada as glandulas mamérias.

Todos os tutores se mostraram prestativos na participagéo, aceitando a inclusdo
de suas cadelas mesmo sendo avisados de riscos de reagdo cutanea, presenga de
coloracdo azulada na urina e riscos cirdrgicos. Os tutores assinavam antes do
procedimento cirdrgico um termo de livre consentimento para a incluséo da paciente no
experimento (APENDICE A).

4.3 Avaliacao clinica e exames complementares

Todas as pacientes encaminhadas para o projeto foram avaliadas clinicamente
sempre pela mesma pessoa e por meio dos seguintes parametros: coloracdo de mucosas,
tempo de repercussdo capilar, ausculta cardiopulmonar, temperatura retal, palpacéo

abdominal. Os linfonodos mandibulares, pré-escapulares, axilares, inguinais e popliteos
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foram avaliados quanto a mobilidade, consisténcia e tamanho. Foram realizados exames
complementares, como exames de sangue (hemograma, alanina-aminotransferase,
creatinina), radiografia toracica em trés posicdes (latero-lateral direita e esquerda e
ventrodorsal) e ultrassonografia abdominal (para avaliagdo da presenca de doengas
concomitantes ou metéstases).

Exames de sangue adicionais ou avalia¢do cardioldgica foram realizados quando
necessario, de acordo com o quadro clinico da paciente. Cadelas com alteragcbes em
exames de sangue ou que apresentassem indicio de tumor em outro 6rgdo foram
automaticamente excluidos do experimento. Bidpsia aspirativa por agulha fina do
nddulo mamério pela técnica de capilaridade foi realizada quando havia suspeita de que
a origem do tumor ndo seria da glandula maméria. Ap6s avaliagdo de todos o0s
resultados, agendava-se o procedimento cirdrgico. Quando havia sinal de dor ou
infecgdo, tutores recebiam prescricdo de medicamentos a serem administrados a suas

cadelas até o dia da cirurgia.

4.4 Anestesia e procedimentos pré-operatdrios

Todas as pacientes foram submetidas & anestesia geral inalatoria para a
realizacdo do procedimento cirdrgico de mastectomia unilateral total. Somente recebiam
medicacdo pré-anestésica quando muito agitados e ndo permitiam a tricotomia, casos
em que foi utilizada acepromazina 0,03mg/kg por via intramuscular. A tricotomia do
campo cirdrgico e da regido lombossacra para realizacdo da anestesia epidural foi
realizada na sala de pré-operatério na paciente. O acesso venoso foi realizado por
cateterizacdo da veia cefalica para administracdo fluidoterapia de 10 mL/kg/h com
solugdo de cloreto de sodio 0,9%. A inducdo anestésica foi realizada com propofol (5
mg/kg) por via intravenosa. Na sequéncia, as cadelas foram intubadas e mantidas com
isoflurano vaporizado em oxigénio a 100% em sistema aberto ou semiaberto de acordo
COM 0 Seu porte.

Sob anestesia geral, as cadelas foram posicionadas em decubito esternal com os
membros pélvicos estendidos para a frente para realizacdo da anestesia epidural, a qual
foi realizada com morfina 0,1mg/kg e lidocaina 0,25mg/kg. A troca do protocolo pré-
anestésico e anestésico foi realizada somente em caso de necessidade, de acordo com
temperamento do animal ou contraindicagdo no uso de alguma medicagéo, casos em que

recebiam analgésicos por infuséo continua.
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Apds as pacientes foram posicionados em decubito dorsal para o procedimento
cirirgico. Sondagem vesical foi realizada para esvaziamento da vesicula urinéria e
avaliacdo da wurina. Antibioticoterapia profilatica foi realizada em todos o0s
procedimentos com ampicilina sodica 22 mg/kg. As cadelas foram monitoradas durante
todo o procedimento cirrgico até completa recuperacao anestésica, através da avaliagdo
eletrocardiogréfica, bem como frequéncia cardiaca, frequéncia respirat6ria, oximetria e

pressao ndo invasiva.

4.5 Procedimento cirdrgico

Esse estudo utilizou a técnica de mastectomia unilateral total, independente do
nimero de nddulos e posi¢do dos mesmos. Durante todo o procedimento as pacientes
foram posicionados sobre colchdo térmico para manutencdo da temperatura corporal no
transoperatorio. O corante azul patente 2,5% estéril (Guerbet®) foi aplicado na regido
periareolar da mama torécica cranial com seringa de 3 ml (agulha 0,7 x 25 mm) por via
intradérmica na dose de 2mg/kg, para facilitar localizagdo do linfonodo axilar (Figura
2). O corante foi aplicado sempre pelo mesmo profissional em um @nico ponto, na

regido mais proxima a axila.
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Figura 2. Aplicacdo do corante azul patente 2,5% por via intradérmica em regido
periareolar de mama torécica cranial de cadela com neoplasia mamaria.

Apds procedia-se com a antissepsia da paciente e colocagdo dos campos
operatorios. O tempo entre a aplicacdo do corante e a retirada do linfonodo foi de
aproximadamente 10 minutos. Realizou-se incisdo de 3 cm na regido axilar e divulséo
delicada do tecido subcutaneo para remocgéo do linfonodo (Figura 3). Nesse momento
foi avaliado se o corante penetrou no linfonodo. Em seguida reduzia-se o subcutaneo
com fio absorvivel 3-0 em padrdo continuo e sutura de pele foi feita com mononéilon 3-

0 ou 4-0 em padréo simples isolado.
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Figura 3. Retirada de linfonodo axilar (seta laranja) em uma cadela com tumor de
mama impregnado com corante azul patente 2,5%, o qual foi aplicado em mama
toracica cranial por via intradérmica.

Apbs foi realizada a mastectomia unilateral total com uma incisdo em elipse em
torno da cadeia maméria acometida, com pelo menos 2 cm de margem cirdrgica do
tumor. Foi realizada divulsdo da cadeia mamaria e tecido subcutaneo para remocéao da
cadeia mamaria, iniciando-se sempre pela mama inguinal, progredindo para as mamas
craniais. Os vasos foram ligados com fio absorvivel (acido poliglicélico) 3-0. O
linfonodo inguinal foi removido juntamente como a mama inguinal. Posteriormente foi
realizada lavagem do leito cirdrgico com aproximadamente 100 mL de solucéo de
cloreto de sodio 0,9%. A redugdo do espaco morto para aproximacdo das margens da
lesdo cirurgica foi realizada em duas etapas: a primeira com fio &cido poliglicolico 2-0 e
pontos simples isolados e a segunda com fio 3-0 em padrdo simples continuo. A sutura
da pele foi feita com fio mononailon 3-0 ou 4-0 em padrdo isolado simples. Houve

variagdo da espessura do fio de acordo com o tamanho e espessura da pele do animal.

4.6 Cuidados pds-operatorios imediatos com os animais
Apbs o procedimento os animais receberam cloridrato de tramadol 4 mg/kg e

dipirona sodica 25 mg/kg por via intramuscular. A analgesia foi modificada de acordo
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com a necessidade do animal. Como anti-inflamatério foi administrado meloxicam 0,2
mg/kg também por via intramuscular.

O curativo da ferida cirargica foi procedido com gaze fixada a fita micropore
com auxilio de tintura de benjoim e atadura compressiva em toda a cicatriz cirargica e
apos feita a colocacdo de malha tubular. As pacientes foram observados por pelo menos
5 horas ap6s final do procedimento e s ap0s esse periodo recebiam alta.

Para administracdo em domicilio foi prescrito meloxicam 0,1 mg/kg SID por
dois dias, enrofloxacina 2,5 mg/kg BID por 10 dias, cloridrato de tramadol 5 mg/kg TID
por 4 dias e dipirona sddica 25 mg/kg por 4 dias. Além disso, foram feitas
recomendacdes sobre limpeza da ferida com solucdo fisiologica duas vezes ao dia,
manter com atadura compressiva por pelo menos 2 dias e uso obrigatorio de colar
elisabetano ou roupa cirdrgica. Quando necessério o0s tutores entraram em contato para
relatar sinal de dor ou alteracéo na ferida cirurgica e entdo o protocolo de medicamentos
ou curativos foi reajustado mediante revisdo clinica da paciente. Apés 14 dias foi
realizada revisdo clinica e retirada de pontos das pacientes. Nesse momento foi
transmitido resultado do laudo histopatolégico e as instrugdes sobre tratamento
adjuvante, quando necessario.

Nos casos de tipos histologicos especificos, metastase em linfonodo ou
evidéncia de margem comprometida pela histopatologia, foi indicada realizacdo de

quimioterapia como tratamento adjuvante.

4.7 Avaliacao histopatoldgica e imuno-histoquimica

As amostras (cadeia mamaria e linfonodos) coletadas durante o procedimento
cirirgico foram imersas em solugdo de formalina a 10% em frascos devidamente
identificados e encaminhadas imediatamente ao Setor de Patologia da Faculdade de
Veterinéria. Apo6s 24 horas foram processadas pela técnica rotineira de inclusdo em
bloco de parafina, do qual obteve-se corte histolégico para coloracdo de hematoxilina-
eosina (HE). Os tumores foram classificados conforme classificagdo proposta por
Goldschmidt et al. (2011).

As laminas confeccionadas a partir dos blocos de parafina dos linfonodos
inguinal e axilar de cada paciente foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica
(IHQ) com o anticorpo monoclonal citoqueratina (AE1/AE3) para deteccdo de células
epiteliais metastaticas (ANEXO 3). Linfonodos foram determinados positivos pela IHQ

quando houve marcacdo de células epiteliais evidenciadas pela cor marrom. Todas as
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ldminas dos tumores primarios e dos linfonodos foram avaliadas pelo mesmo

patologista.

4.9 Anélise estatistica
Para analise estatistica, os dados foram digitados no programa WINPEPI para

Windows. A correlagdo entre ocorréncia de metastase e micrometéastase e glandula

mamaéria acometida foi realizada pelo teste exato de Fisher.
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5 RESULTADOS

5.1 Técnica de coloracdo com azul patente

O corante migrou pelos vasos linfaticos e corou o linfonodo axilar, o qual foi
facilmente localizado e removido cirurgicamente ap6s estar impregnado pelo corante. O
fato de o linfonodo estar de coloragéo azulada permitiu que uma incisdo pequena fosse
feita, além de menor manipulagéo da regido visto que o linfonodo estava evidente na
regido. Apenas duas pacientes das 49 ndo tiveram o linfonodo corado pois ja havia
grande quantidade de células tumorais, ocasionando alteracdo bem evidente de
consisténcia e formato, além de diminuicdo da mobilidade (Figura 4). O corante

apresentou eficécia na coloragdo em 95,9% das pacientes.

Figura 4. Linfonodo axilar palpavel de cadela com tumor de mama palpavel em
avaliacdo pré-cirdrgica, no periodo trans cirdrgico ndo apresentou qualquer absorg¢éo do
corante. O mesmo apresentava-se firme e aderido na regido axilar (observar interior do
circulo laranja).

Durante o procedimento a maior parte do corante ficava disperso na regido da

mama torécica cranial espalhando-se em mama, musculatura e pele. Como essa regido
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era removida durante a mastectomia, a absorgéo sistémica foi pequena. A impregnagéo
pode ser explicada pela aplicacdo do corante em um Unico ponto, gerando acimulo do
corante no local.

Duas pacientes da raca poodle mostraram coloragdo da pele em tom azulado de
forma difusa, sinal clinico observado pelos tutores por no maximo 24 horas apés o
procedimento cirdrgico. Uma cadela da raga cocker spaniel apresentou fezes de
coloragdo azul/lesverdeada trés dias ap6s o procedimento cirdrgico. Todas as cadelas
eliminaram o corante pela urina, o que foi identificado por meio da sonda uretral (urina
azul ou verde) e em até um dia apds o procedimento, pelos tutores em suas casas.
Nenhuma paciente apresentou qualquer tipo de reacdo alérgica como papulas, eritema,

placas azuladas na pele, vomitos ou diarreia.

5.2 Avaliacéo histopatoldgica e imuno-histoquimica dos linfonodos

Das 50 pacientes submetidas & mastectomia unilateral total, uma teve que ser
excluida por apresentar hiperplasia mamaria cistica, a qual havia tido exame citoldgico
da mama sugestivo de carcinoma.

No total, 49 pacientes tiveram a cadeia mamaria e linfonodo(s) avaliados por
histopatologia com a coloragdo de hematoxilina-eosina (Figura 5) e imuno-histoquimica

com anticorpo citoqueratina (AE1/AE3) (Figura 6).
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Figura 5. Amostras de linfonodos de cadelas com neoplasia mamaria de cadelas
submetidas a coloragcdo de hematoxilina-eosina, 0s quais apresentaram presenca de
células tumorais apontado pelas setas pretas. A: carcinoma tubulo-papilar; B: carcinoma
solido; C e D: carcinossarcoma.
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Figura 6. Linfonodos de cadelas com tumor de mama ap0s técnica de imuno-
histoquimica com anticorpo citoqueratina revelando células epiteliais (coradas de
marrom, apontadas pelas setas pretas). A: carcinoma tubulo-papilar; B: carcinoma e
mioepitelioma maligno; C: carcinoma e mioepitelioma maligno com as células
localizadas na regido subcapsular; D: carcinossarcoma apresentando-se como células
epiteliais isoladas.

De todas as cadelas incluidas no estudo, oito das 49 apresentaram linfonodo
axilar positivo, sendo uma somente na imuno-histoquimica e sete detectadas por
histopatologia e também por imuno-histoquimica (Tabela 2). Uma paciente que
apresentava tumor em mamas abdominal caudal e inguinal tinha metéstase no linfonodo
axilar e inguinal (APENDICE B).

Os tipos histologicos mais frequentes foram o carcinoma em tumor misto (12
casos) e o carcinoma complexo (11 casos). Somente um animal apresentou tumor
benigno (adenoma de glandula maméria).

A deteccdo de micrometastase pela imuno-histoquimica ocorreu em duas
pacientes sendo uma em linfonodo axilar e outra em inguinal (Apéndice B). As células
coradas tinham morfologia epitelial e estavam isoladas ou em duplas.

Considerando as 49 pacientes incluidas no estudo, o que gerou a analise de 245

mamas (5 por cadela), foi realizada uma correlacdo entre mama acometida e percentual
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de nédulos com metéstase (Tabela 2). Foi observado que na mama torécica cranial (M1)
de 11 nddulos observados, 4 (36,4%) apresentaram metéstase. Foi comparado pelo teste
Exato de Fisher o percentual de ndédulos com metéastase da M1 com o percentual nas
outras mamas e vemos que essa se destaca por ter uma maior quantidade de nddulos
com metéstase quando comparada com as outras (P=0,011). As outras mamas (M2 a

M5) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Tabela 2. Andlise estatistica da correlacdo de ocorréncia de metastase no linfonodo
axilar e mama acometida pelo tumor. * Valor P obtido pelo teste Exato de Fisher

Mama Namero de Ndmero de % de noddulos p*
acometida nddulos por linfonodos axilares ~ com metastase
mama com metastase
Mama 11 (13,93%) 4 4/11=36,4% 0,011
toracica
cranial
Mama 10 (12,66%) 1 1/10=10,0% 0,999
toracica
caudal
Mama 14 (17,72%) 2 2/14=14,3% 0,626
abdominal
cranial
Mama 20 (25,31%) 1 1/20=5% 0,672
abdominal
caudal
Mama 24 (30,38%) 0 0/24=0% 0,098
inguinal

Total 79 8 8/79=10,1%
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5.3 Estadiamento tumoral

O TNM (estadiamento tumoral) considera o tamanho do tumor, metastase em
linfonodo seja por citologia ou histopatologia e também presenca de metéstase a
distancia. As pacientes com metastase em linfonodo foram classificadas como N1, T
variou conforme tamanho dos nddulos mamaérios. Nenhuma paciente se enquadrou na
classificacdo M1 pois metéstase a distancia era fator de exclusdo do estudo.

Das 49 pacientes incluidas no estudo, 20 (40,82%) apresentaram tumores
menores do que 3 cm, 7 (14,28%) tumores entre 3 e 5 cm e 22 (44,90%) tumores
maiores ou iguais a 5 cm. Entre as que apresentaram metéstase no linfonodo axilar, 50%

tinham tumor maior do que 5 cm. (Tabela 3)

Tabela 3. Pacientes submetidas a mastectomia que apresentavam metédstase em
linfonodo axilar, relacionando tipo histoldgico e estadiamento tumoral.

N da paciente Tamanhos do maior nédulo Estadiamento
no estudo
1 7cm T3N1MO
2 3cm T2N1MO
) 9cm T3N1IMO
8 10 cm T3N1IMO
19 2,5¢cm TINIMO
32 4 cm T2N1MO
37 lcm TIN1IMO

47 8cm T3N1IMO
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5.4 Avaliacdo pés-operatdria da regido axilar

De todas as 49 pacientes incluidas no estudo, apenas uma cadela (2%)
apresentou seroma na regido axilar no periodo pés-operatério. A cadela era da raga
pitbull, e apresentava nddulo somente em mama abdominal caudal. Durante o
procedimento foi observado que o linfonodo axilar da paciente encontrava-se muito
profundo, e, apesar da coloragdo com o azul patente facilitar sua localizagdo, a retirada
foi dificil pelo posicionamento do mesmo, tornando necessaria maior manipulacdo da
regido.

As demais pacientes ndo apresentaram complicacdes na ferida cirurgica como
deiscéncia de pontos, edema ou seroma. Nenhuma paciente apresentou desconforto na
regido axilar e claudicagdo do membro toracico ipsilateral.

Em nenhum dos casos foi necessaria modificagdo de protocolo de medicagBes
no pos-operatério. Casos de deiscéncia de sutura da mastectomia ocorreram somente em
cadelas (4) que por algum motivo ficaram sem protecdo como colar elisabetano ou
roupa cirdrgica pos-operatoria. Essas pacientes removeram alguns dos pontos e
lamberam a ferida cirlrgica, fato relatado pelos tutores. Nenhuma cadela apresentou

desconforto ou prurido na regido da cicatriz axilar.
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6 DISCUSSAO

A amostragem desse estudo foi realizada por conveniéncia, incluindo pacientes
oriundos da rotina clinica do Hospital Clinicas Veterinarias da UFRGS (HCV-FAVET-
UFRGS) com indicacdo médica para a realizacdo do procedimento de mastectomia.
Portanto, o numero amostral foi estimado de acordo com os dados referentes ao
historico de atendimento do Setor de Oncologia do HCV-FAVET-UFRGS. A
quantidade de pacientes também foi baseada em trabalho similar realizado com gatas na
Franca para pesquisa de drenagem linfatica da cadeia mamaria, o qual utilizou 50 gatas
(RAHARISON & SAUTET, 2006).

Todos as cadelas realizaram exames pré-cirurgicos para correto estadiamento
tumoral, o que permitiu que oito delas fossem excluidas por presenga de metéstase a
distancia, o que ressalta a importancia da realizagdo desses exames, assim como cita
Sonremo et al. (2013). As pacientes que puderam ser incluidas foram submetidas a
minucioso exame clinico dos linfonodos pela palpagéo. O fato de apenas duas pacientes
apresentarem linfonodo palpdvel, mostra que a histopatologia ndo condiz com a
avaliacdo clinica (7 pacientes com linfonodo positivo pela HE). Foi possivel observar
que cadelas de racas grandes possuem esse linfonodo com acesso mais dificil e
independente da raca ou porte, apesar de ndo haverem estudos demonstrando variagéo
entre racas e conformidade da caixa toracica. Sugere-se que em casos de ocorréncia de
metéstases iniciais ou micrometastases, essas alteraces ndo seria suficiente para alterar
a consisténcia e o tamanho desse linfonodo, pois linfonodos clinicamente negativos néo
significam que ndo tenham metéstase na histopatologia (JARAMILO et al., 2012).

A via linfatica é considerada a mais importante rota de disseminagdo da
metéstase de tumor de mama em cadelas e que tumores que induzem formac&o de novos
vasos linfaticos tem um alto poder metastéatico (JARAMILO et al., 2012), Por isso esse
estudo foi focado no interesse de avaliar o percentual de metéstase em linfonodo axilar
em cadelas submetidas a mastectomia, devido ao fato de o mesmo raramente ser
retirado, exceto em caso de alteragéo na palpagédo (TUOHY et al., 2009). A definicdo da
técnica cirdrgica de mastectomia unilateral total foi baseada no estudo de Stratmann
(2008) o qual mostrou que quando realizada mastectomia regional, ainda resta 58% de
chance de recidiva tumoral no restante da cadeia maméria ipsilateral.

Para facilitar a retirada do linfonodo axilar, foi utilizada a técnica de coloracéo

com azul patente por via intradérmica, a qual se mostrou de facil execucdo devido ao
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fato de ser aplicado com a paciente anestesiado. A via subcuténea da regido periareolar
é de facil manipulacéo, o que tornou a aplicacdo simples e tempo entre a aplicagdo do
corante e a retirada do linfonodo (10 minutos) se mostrou satisfatorio, o que corrobora
com o estudo de Campos et al. (2007). Os linfonodos axilares se apresentaram
devidamente corado em 95,9% das pacientes, valor superior ao observado em outro
estudo (PINHEIRO et al., 2003). O local de aplicacdo do corante obteve uma coloragéo
azulada difusa devido a disseminacdo do mesmo e & incapacidade dos vasos linfaticos
de absorverem todo o contetido, 0 que sugere que mais estudos sejam feitos avaliando
dose desse corante.

Dois linfonodos que apresentavam metastase pela hematoxilina e eosina néo
apresentaram infiltracdo do corante, fato que poderia ser explicado pela literatura visto
que um estudo realizado em mulheres conseguiu demonstrar que émbolos tumorais
atingem o LNS ao longo dos diferentes canais linfaticos, migram para a capsula e em
seguida, para o seio subcapsular, apds infiltram os sinusdides e, em seguida, o
parénquima do linfonodo, difusamente (ALVARENGA et al., 2013). Ou seja, sugere-se
que os vasos linfaticos com émbolos tumorais podem ter criado uma barreira mecénica
impedindo que o corante percorresse seu interior. Aumento da dose provavelmente ndo
seria eficaz se houver bloqueio mecénico dos vasos linfaticos. Esses linfonodos
alterados em mobilidade, consisténcia e tamanho apresentaram pior prognéstico, visto
que as pacientes relatadas foram a 6bito em pouco tempo do procedimento cirdrgico. O
presente estudo n&o tinha como objetivo avaliar a sobrevida livre de doenca e nem a
sobrevida global dessas pacientes, apesar de observado que a literatura é carente quanto
a esses dados, visto que em mulheres ha muitos trabalhos correlacionando a presenca de
metastase em linfonodo sentinela com esses tempos.

O uso do corante apresentou reagdo cutanea em apenas duas das 49 pacientes,
sendo os dois de pele clara e da raca poodle. Em um estudo realizado por Souza et
al.(2014) com 15 cadelas que receberam o corante azul de metileno a 1% e verde de
indocianina a 1%, observou-se em todas as cadelas reagGes de hipersensibilidade
cuténea ao uso dos corantes, mas uma possivel explicacdo para isso é que a regido que
recebeu a aplicacdo e onde concentrou-se maior quantidade de corante ndo foi excisada,
ao contrario desse estudo. Foi observado que todas as pacientes eliminaram corante pela
urina no trans e pos-cirdrgico e apenas um tutor relatou que sua cadela apresentou fezes
azuis-esverdeadas dois dias ap6s a cirurgia. O corante se mostrou eficaz para

identificagdo do linfonodo sem causar morbidade pois ndo foram observados sinais



34

clinicos que interferissem na qualidade de vida da paciente, assim como avaliado em
outros estudos (PINHEIRO et al., 2003).

No presente estudo, 11 (22,45%) cadelas apresentaram metéastase em linfonodo,
sendo oito (16,33%) somente em linfonodo axilar, 3 em linfonodo inguinal e 2 cadelas
em ambos. Outro trabalho também realizado com andlise desses linfonodos mostrou que
30% das cadelas com tumores mamarios malignos apresentavam metastase em
linfonodo e 16,6% em pulmdes (JARAMILO et al., 2012). Foi observado maior nimero
de linfonodos axilares com metéastase (8/49) do que de inguinal (5/49) apesar de a
neoplasia em mamas caudais ter sido mais frequente. Com relagdo ao total de cadelas
submetidas & avaliagdo para participar do estudo, 8 de 58 (13,79%) apresentaram
nédulos pulmonares, indice abaixo da metéastase em linfonodo, considerando ainda que
as 8 pacientes ndo incluidas no experimento ndo tiveram seus linfonodos avaliados e
ndo entraram na avaliacéo final.

Uma cadela com neoplasia em mama abdominal caudal apresentou metéastase
nos linfonodos axilar e inguinal. Considerando que essa mama € encontrada proxima ao
linfonodo inguinal superficial, ndo seria indicada a retirada do linfonodo axilar para
estadiamento. Entretanto, um estudo realizado por Pereira et al. (2003) relataram que
em cadelas saudaveis essa mama drena exclusivamente para o linfonodo inguinal
superficial, mas em animais com neoplasia maméria pode ser encontrada também
comunicacdo da mesma com o linfonodo axilar, o que facilitaria a ocorréncia de
metéstase para cabeca, pescoco e torax. Assim como descrito por Pereira et al. (2003) e
Patsikas et al. (2006), esse estudo ndo apresentou pacientes com tumores somente em
glandulas mamaéria inguinal com metéstase em linfonodo axilar, mas sugere-se que
estudos com maior nimero de animais sejam feitos para que seja possivel determinar se
realmente ndo ocorre essa comunicagao.

A imuno-histoquimica demonstrou ser um método valido pois todas as pacientes
com metéastase diagnosticadas na histopatologia tiveram o resultado confirmado pela
presenca de células epiteliais no linfonodo através da marcacdo com o anticorpo
citoqueratina, além de mais duas que revelaram ter metéstase somente pelo método de
imuno-histoquimica (uma em inguinal e uma em axilar). Estudos mostram que a imuno-
histoquimica é uma importante ferramenta em patologia mamaria para pesquisa de
micrometastases em linfonodo sentinela (SALLES et al., 2009; SONREMO et al.,
2011). A literatura relata taxas de deteccdo de micrometastases em 7% a 42% em

linfonodos axilares de mulheres, dependendo do método de estudo empregado e que
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aproximadamente 25% das pacientes linfonodo-negativas desenvolverdo recidiva da
doenca. Acredita-se que a recorréncia seria devido as metastases que ndo foram
detectadas pelos métodos de rotina e cujos pacientes foram subestadiados (SALLES et
al., 2009), o que poderia ser extrapolado para pequenos animais, visto que duas
pacientes s tiveram a metéstase diagnosticada pela imuno-histoquimica. Apesar da alta
sensibilidade encontrada, a utilizagéo exclusiva da coloragdo rotineira de hematoxilina e
eosina pode dificultar a identificacdo de células metastaticas isoladas, conduzindo a
diagndsticos falso-negativos (PIATO et al., 2008; BESERRA, 2014).

A escolha do anticorpo foi baseada em trabalhos realizados com anélise de
linfonodos em mulheres com cancer de mama, sendo de rotina a realizagdo da técnica
com citoqueratina, para procura de células epiteliais metastasicas (SALLES et al.,
2009). Visto que em linfonodo saudavel ndo ha a presenca de células epiteliais, a
marcacdo das mesmas torna clara a presenca de metéstase.

A correlacdo da ocorréncia de metéstase em linfonodo axilar considerando o
intervalo de confianca 95% s6 foi significativa na mama torécica cranial (M1), a qual
das 11 cadelas com neoplasia nessa mama, 4 foram positivas. 1sso corresponde a 36,4%
apresentando metéstase. O teste exato de Fisher mostrou que a mama toracica cranial se
destaca estatisticamente em relacdo a ocorréncia de metastase, ou seja, a mama mais
proxima do linfonodo axilar foi a com maior indice de metastases. 1sso poderia sugerir
que as mamas tordcicas craniais sdo mais propensas a desenvolver metéstase no
linfonodo axilar, devido a sua localizacdo, mas também sugere que neoplasias nessa
mama tendem a ser mais agressivas, ja& que as demais que apresentaram nimero
semelhante de tumores ndo causaram metéstase em tantos animais e o valor ndo foi
estatisticamente significativo. Com os resultados obtidos foi possivel observar que o
linfonodo axilar, que na maioria as vezes ndo € retirado apresentou taxa muito maior de
metéstase do que o linfonodo inguinal, o qual usualmente é removido junto a mama
inguinal.

A mama inguinal foi a que mais apresentou nodulos (32,65% dos tumores
estavam nessa mama) e apesar disso ndo foram encontrados muitos casos de metastase
em linfonodo inguinal (3 no total), e desses, todos tinham tumor na mama anteriormente
citada. O fato da glandula maméria inguinal apresentar maior nimero de nddulos
condiz com a literatura que explica que, por essa glandula geralmente ser a maior de
todas da cadeia maméria, consequentemente possui maior suprimento sanguineo e

drenagem linfatica (JARAMILO et al., 2012). Como se trata de uma analise secundaria,
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seria necessario um nimero de pacientes maior para ter um resultado mais confiavel,
pois ndo ha como prever a positividade de metastase e o céalculo amostral foi realizado
conforme o que a rotina clinica e cirdrgica permitia.

Com relagéo ao estadiamento tumoral, todas as cadelas apresentaram graduacéo
MO, j& que metéastase a distancia era fator de exclusdo do projeto, portanto nenhuma
com estadiamento 5 foi incluida. O grau N entdo abrangeu a metéstase por
histopatologia ou imuno-histoquimica. Quanto ao T que se refere ao tamanho do tumor,
20 cadelas apresentaram tumor maior que 5 centimetros de didmetro, variando entre 5 e
13 centimetros, 0 que mostrou que a maior parte dos tumores (44,90%) apresentavam
mais do que 5 centimetros de didmetro. Isso demonstra que nesse hospital casos ja
avancados de neoplasia maméria sdo atendidos, o que predispde a ocorréncia de
metéstase (CASSALI et al., 2014).

De todas as pacientes, a maioria (62,5%) que apresentou metastase em linfonodo
axilar tinha nddulos maiores que 3 cm de didmetro, e 4/8 (50%) maiores que 5 cm. 1sso
poderia interferir na ocorréncia da metéstase em linfonodo visto que os estudos
mostram que tumores maiores de 3 cm de didmetro j& se tornam fator prognostico por si
s0, indicando prognostico ruim na evolugdo do quadro da paciente (SONREMO et al.,
2013).

Com relacdo & morbidade axilar, a Unica paciente que apresentou seroma na
regido axilar ndo foi submetida a drenagem por ser pequena a quantidade de liquido,
fato observado por avaliacdo clinica e ultrassonografia da regido em avaliagdo pos-
operatéria. O seroma pode ter ocorrido devido localizacdo profunda do linfonodo axilar
e mesmo com a coloracéo facilitando a localizacdo do mesmo, foi dificil a remogéo do
mesmo, 0 que gerou maior manipulacédo cirurgica. Além disso, o temperamento também
pode ter influenciado pois a cadela era agitada e &agil, ndo foi possivel um repouso
adequado. Esse caso foi o unico das 49 pacientes, fato que ndo condiz com artigos
referentes a mulheres com céncer de mama submetidas a técnica de esvaziamento
axilar, nas quais quando todos os linfonodos presentes na axila séo retirados geralmente
é observada alta morbidade. E comum a ocorréncia de dor, linfoedema, linfangite e
reducdo da mobilidade do braco apds o procedimento (TUOHY et al., 2009). Esse fato
poderia ser explicado pela falta de mobilidade dos membros toracicos dos caes, que ndo
possuem abdugdo como em mulheres. Essa movimentagdo pode ser a causa de maior

ocorréncia de espago morto e consequentemente formagéo de edema, seroma e dor.
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Assim como observado nesse estudo, suposi¢cdes quanto & drenagem linfatica
com base unicamente na proximidade do tumor priméario com o linfonodo nem sempre
estdo corretas (TUOHY et al., 2009) e o conhecimento da drenagem linfatica de
glandulas mamarias de cadelas com neoplasia é muito importante para o cirurgido ndo
sO para realizar a técnica cirdrgica mais adequada, mas também para a determinacéo de
um progndstico pds-cirargico preciso (PATSIKAS et al., 2006). Baseado nesses fatos,
sugere-se que sejam feitos estudos correlacionando a presenga de metastase e
micrometastase com a sobrevida de cadelas portadoras de cancer de mama para que 0
fator progndstico seja melhor estabelecido.

Devido aos resultados do presente estudo, sugere-se que os linfonodos axilares
sempre sejam retirados para avaliagdo histopatoldgica e imuno-histoquimica visto que,
mamas que fisiologicamente ndo tem comunicacdo com esse ganglio podem ocasionar

metéstase no mesmo, fato explicado pela linfangiogénese tumoral.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados nesse estudo, pode-se concluir que:

O corante azul patente facilita a localizagdo do linfonodo, diminuindo a
manipulacdo e consequentemente a morbidade da regido axilar.

A avaliacédo histopatoldgica do linfonodo foi essencial para determinar se havia
ou ndo presenca de metéstase e a analise imuno-histoquimica revelou ser muito
atil na identificacdo de micrometéstases de origem epitelial, as quais ndo
puderam ser detectadas na técnica de hematoxilina-eosina.

A morbidade axilar foi baixa, ocorrendo seroma em apenas uma paciente.
Tumores em mamas toracicas craniais se mostraram estatisticamente propensos
a maior ocorréncia de metastase no linfonodo axilar quando comparados a
nddulos em outras mamas.

O tumor pode causar alteracdo na drenagem linfatica provocando metéstase em

linfonodos que normalmente ndo drenam determinadas mamas.
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ANEXO 3
Técnica de imuno-histoquimica CITOQUERATINA AE1/AE3

1. Xilol l e II;

2. Alcool 100%:;

3. Alcool 96%;

4. Alcool 80%;

5. Alcool 70%;

6. Lavar com agua destilada;

7. Bloqueio da peroxidase enddgena: perdxido de hidrogénio 10% em solucdo de
metanol por 15 minutos;

8. Lavar com agua destilada;

9. Recuperacdo antigénica: tampdo citrato, pH 6,0, por 3 minutos a 125°C na panela de
pressao;

10. Lavar com agua destilada;

11. Bloqueio de reagOes inespecificas: leite desnatado 5% (diluir em PBS) por 30
minutos;

12. Lavar com agua destilada;

13.Anticorpo priméario monoclonal Cytoqueratin (clone AE1/AE3, Dako)

14. Lavar com agua destilada;

15. Gotas amarelas (link universal biotinilado, Kit LSAB-HRP) por 20 minutos em
temperatura ambiente;

16. Lavar com agua destilada;

17. Gotas vermelhas (streptavidina, Kit LSAB-HRP) por 20 minutos em temperatura
ambiente;

18. Lavar com agua destilada;

19. Revelacdo: cromdgeno DAB liquido (1 ml do buffer solution + uma gota do
cromogeno, a reacdo com tecido se faz muito rapido, aproximadamente 30 segundos.
Pode-se fazer o tempo padréo baseado no controle;

20. Lavar com agua destilada;

21. Contra corar com hematoxilina, aproximadamente 10 segundos;

22. Desidratar em alcool 80%, 96% e 100%;

23. Xilol lll e IV;

24. Montar a lamina.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Dados de identificagéo
Titulo do Projeto: Linfonodo axilar como sentinela nas neoplasias mamérias de

cadelas submetidas a mastectomia unilateral total.

Pesquisador: Simone Passos Bianchi
Pesquisador Responsavel: Dr. Emerson Antonio Contesini
Institui¢do: Faculdade de Veterinaria da UFRGS

Nome do tutor do animal:

Telefones para contato: (__ ) -( )
R.G. CPF:
Nome do animal Idade: Raca:

N° da ficha no HCV:

Seu animal foi convidado a participar do projeto de pesquisa intitulado:
“Linfonodo axilar como sentinela nas neoplasias maméarias de cadelas submetidas a
mastectomia unilateral total”. A participacdo no projeto de pesquisa ndo é obrigatéria, a
qualquer momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara
nenhum prejuizo na relacdo do seu animal com o pesquisador ou com a instituicéo.

Os objetivos sdo verificar a presenga de metastase em linfonodo axilar em
pequenos animais com neoplasia mamaria. O animal recebera aplicacdo de um corante
com efeito temporario para facilitar a localizacdo do linfonodo, o qual sera removido
para avaliacdo histopatolégica. A paciente também serd submetida a procedimento
cirirgico de mastectomia unilateral total da cadeia acometida pelo tumor.

A participagdo de sua cadela nessa pesquisa consistira em fornecer linfonodo
axilar correspondente a cadeia acometida pela neoplasia para estudo de fator
prognostico da doencga. Para realizacdo do procedimento o animal serd anestesiado,

estando sujeito aos riscos anestésicos. O animal serd& monitorado durante todo o
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procedimento cirlrgico, através de eletrocardiograma, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, oximetria e pressdo arterial ndo invasiva.

O linfonodo e a cadeia mamaria serdo encaminhados para analise
histopatoldgica, na qual seré realizada classificagdo do tumor e avaliagdo da presenca de
metéstase no linfonodo. O beneficio relacionado a participagdo no projeto sera a
confirmagdo da presenca ou auséncia de metastase no linfonodo axilar, 0 que mudaria a
técnica padrdo de mastectomia em cadelas assim como proporcionard estudo sobre
estadiamento e fator progndstico nesses animais. As informagdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais, sendo assegurado o sigilo.

O projeto de pesquisa tera a duragdo de um ano (2014/2015). A qualquer
momento, vocé poderd entrar em contato para sanar eventuais duvidas sobre o projeto
e/ou sobre a participagdo. Sera entregue uma cOpia deste termo, na qual consta o

telefone e o endereco institucional do pesquisador responsavel.

Data, nome e assinatura do pesquisador

Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS

Av. Bento Gongalves, 9090, Bairro Agronomia. Porto Alegre/RS.
CEP: 91540-000. Telefone: 51 3308-6095

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu animal na
pesquisa e aprovo sua participacdo no projeto. Ao assinar esse termo também autorizo o

registro fotografico do animal.

Porto Alegre, de de 2014.

Nome e assinatura do tutor da cadela
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APENDICE B
Paciente Raca Metastase em| Mama e tamanho TNM Tipo histolégico
linfonodo tumoral
1 SRD axilar (HE) | M3 7cm; M5 T3N1MO |Carcinoma e
mioepitelioma maligno
2 poodle axilar (HE) |Todas1la3cm T2N1MO | Carcinossarcoma
SRD M5 3 cm TINOMO | Carcinoma em tumor
misto
4 SRD inguinal (HE) | M4 13cm; M5 T3N1MO | Carcinossarcoma
poodle axilar e M4 9cm; M5 T3N1MO |Carcinoma e
inguinal (HE) mioepitelioma maligno
6 galgo M5 2 cm T1INOMO | Carcinoma simples
tubulo-papilar
7 SRD M1 10 cm (placa) | T3NOMO | Carcinoma em tumor
misto
8 SRD axilar (HE) | M1 10 cm; M4 3cm | T3N1MO | Carcinoma solido
9 SRD M2 3 cm; M4 T2NOMO | Carcinoma solido
0,5cm
10 SRD M56cm+M31 T3NOMO | Carcinoma em tumor
cm misto
11 dachshund M5 1 cm T1NOMO | Carcinoma complexo
12 pitbull M4 1,5 cm T1INOMO | Carcinoma simples
tubulopapilar
13 cocker M4 3 cm T2NOMO | Carcinoma complexo
14 chiuaua M4 7 cm+M30,5 | T3NOMO | Carcinoma simples
cm tubulopapilar
15 dalmata. M4 2,8cm+M51 | TINOMO | Carcinoma em tumor
cm misto
16 poodle M3 6 cm T3NOMO | Carcinossarcoma
17 dachshund M1 1,5 cm+ M4 0,6 | TLNOMO | Carcinoma e
cm mioepitelioma maligno
18 cocker M4 15cm+ M31 | TINOMO |Carcinomae
cm mioepitelioma maligno
19 SRD axilar (IH) |M425cm+M22 | TINIMO | Carcinoma complexo
cm (placa)
20 pitbull M5 3,5 cm T3NOMO | Carcinoma em tumor
misto
21 poodle M11,2+ M59cm | T3NOMO | Carcinossarcoma
22 SRD M3 1cm T1NOMO | Carcinoma complexo
23 poodle M4 0,4 cm T1NOMO | Carcinoma complexo
24 poodle M1 3 cm+ M2 2cm | T3NOMO | Carcinoma complexo
25 rottweiller M5 8 cm T3NOMO | Carcinoma e
mioepitelioma maligno
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Paciente Raca Metastase em| Mama e tamanho TNM Tipo histolégico
linfonodo tumoral (em cm)
26 Cocker M5 1,3cm TINOMO | carcinossarcoma
27 Poodle inguinal (IH)| M2 2 cm +M5 7 cm | T3NOMO | carcinossarcoma
28 lhasa apso M33cm+M41 T2NOMO | Carcinoma simples
cm tubulopapilar
29 SRD M4 4 cm T2NOMO | Carcinoma em t. misto
30 poodle M5 9 cm T3NOMO | Carcinoma e
mioepitelioma maligno
31 yorkshire M2 0,5 + M5 0,3cm | TLNOMO | Carcinoma complexo
32 Poodle axilar (HE) |[Ml4cm+2cm T2N1MO |comedocarcinoma
33 rottweiller M3 9 cm T3NOMO | Carcinoma simples
tubulo-papilar
34 poodle M2 0,6 cm T1NOMO | Carcinoma complexo
35 SRD inguinal (HE) | M4 10 cm + M5 3,5 | T3N1MO | carcinossarcoma
36 dachshund M105cm+M21 | TINOMO | Carcinoma em tumor
cm+M31cm misto
37 dachshund axilar (HE) |M11cm+ M51cm | TINIMO | Carcinoma complexo
38 Pastor alemé&o M1 13 cm, M3 2 cm | T3NOMO | Carcinoma complexo
39 pinscher M5 2 cm T1INOMO | Carcinoma complexo
40 poodle M25,5cm T3NOMO | Carcinoma em tumor
misto
41 akita M5 6 cm, M4 2 cm, | T3SNOMO | Carcinoma e
M3 placa mioepitelioma maligno
42 poodle M58cm, M22,5 | T3NOMO | carcinossarcoma
cm
43 Fox M40,4cm, M51 | TINOMO | Adenoma de glandula
paulistinha cm mamaria
44 poodle M4 3cm, M315 | T3NOMO | Carcinoma em tumor
cm misto
45 chivaua M2 3cm +2cm T2NOMO | Carcinoma em tumor
misto
46 dachshund M11lcm, m31,5 TINOMO | Carcinoma em tumor
cm misto
47 SRD axilar e M3 8 cm, M4 1 cm, | T3N1IMO | Carcinoma em tumor
inguinal (HE) | M5 2 cm misto
48 poodle M5 3,5¢cm, m4 2 T2NOMO | Carcinoma simples
cm tubulo-papilar
49 SRD M5 1 cm T1INOMO | Carcinoma simples

tubulo-papilar




