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Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzélez
Co-orientador: Stella de Faria Valle

RESUMO

As anormalidades hematoldgicas de origem paraneoplésica sdo identificadas em
diversos tipos de neoplasias que acometem cées e gatos. Nas neoplasias mamarias em
cadelas, ja foram identificadas anormalidades relacionadas com a coagulacdo, onde
verificou-se que a coagulacdo intravascular disseminada (CID) clinica e subclinica pode
estar presente em 83% das cadelas com carcinoma mamario. Na medicina humana, é
dada relevancia a investigacdo de tais alteracdes uma vez que sdo fatores indicadores de
prognoéstico do cancer. Enquanto isso, na medicina veterinaria, sdo escassos 0s estudos
que relacionam as alteragdes hematoldgicas com o tipo tumoral, estadiamento e
determinacdo de prognostico. O objetivo do presente estudo foi realizar a avalia¢do
hematoldgica, bioquimica e da hemostasia de cadelas acometidas por neoplasia
mamaria para identificar a alteracdo mais frequente, além de relacionar as
anormalidades com o estadiamento tumoral. Para isso, foram utilizadas 25 cadelas
atendidas pelo Grupo de Estudos em Oncologia em pequenos animais (ONCOVET) do
Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS (HCV-UFRGS) durante o periodo de 4
meses. Foi realizado coleta de sangue para hemograma, contagem de plaquetas,
bioquimica sérica (albumina, ALT, célcio, creatinina, FA, glicose, ureia) e teste de
coagulacao que constou de TP (tempo de protrombina), TTPa (tempo de tromboplastina
parcial ativada), TT (tempo de trombina), fibrinogénio e mensuracdo do dimero-D. O
estadiamento tumoral foi obtido através do exame fisico e do resultado da biopsia das
mamas. As anormalidades encontradas incluiram anemia, leucocitose neutrofilica,
monocitose, eosinofilia, trombocitose, hipoalbuminemia, hipocalcemia, hipoglicemia e
diminuicdo dos niveis de ureia sanguinea. Entretanto, essas alteraces ndo foram
relacionadas diretamente com a progressao tumoral, uma vez que ndo houve diferenca
entre os grupos avaliados. Apenas as varidveis RDW e ALT apresentaram relacédo
significativa entre os grupos, contudo, sem relevancia clinica. No teste de coagulacéo,
houve diferenca significativa entre os grupos apenas no TT e fibrinogénio, que foi
relacionado com o estadiamento tumoral.

Palavras-chave: anemia; CID; hiperfibrinogenemia; neoplasia mamaria; sindromes
paraneoplasicas.
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ABSTRACT

Hematological abnormalities of paraneoplastic origin are identified in several types of
cancers that affect dogs and cats. In dogs with mammary neoplasms, abnormalities
associated with coagulation have been identified, and verified that disseminated
intravascular coagulation (DIC) clinical and subclinical may be present in 83% of dogs
with mammary carcinoma. In human medicine, research in this field has been relevant
since those factors are indicators of cancer prognosis. Meanwhile, in veterinary
medicine, there are few studies that relate hematological changes with tumor type,
staging and determination of prognosis. The aim of this study was to evaluate the
hematological, biochemical and hemostathic abnormalities in bitches affected by
mammary cancer to identify the most frequent alteration and associate with tumor
staging. For this, 25 bitches attended by the Oncology Study Group in small animals
(ONCOVET) of the Veterinary Hospital of UFRGS (HCV-UFRGS) for the period of 4
months were used. Blood collection for complete blood count, platelet count, serum
biochemistry (albumin, ALT, calcium, creatinine, ALP, glucose, urea) and coagulation
test that consisted of PT (prothrombin time), aPTT (activated partial thromboplastin
time), TT (thrombin time), fibrinogen and D-dimer measurement were performed.
Tumor staging was obtained by physical examination and the results of the biopsy of the
breast. The abnormalities found included anemia, neutrophilic leukocytosis,
monocytosis,  eosinophilia, thrombocytosis, hypoalbuminemia, hypocalcemia,
hypoglycemia and decreased levels of urea. However, these changes were not
associated directly with tumor progression, since there was no difference among the
groups. Only the RDW and ALT variables was associated significantly between the
groups, however, with no clinical relevance. In the coagulation test, there was
significant difference between the groups only in TT and fibrinogen, which was
associated with tumor staging.

Keywords: anemia; DIC; hyperfibrinogenemia; mammary neoplasm; paraneoplastic
syndromes.
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1 INTRODUCAO

As sindromes paraneoplasicas (SPNs) sdo consideradas um grupo heterogéneo de
alteracdes clinicas que ocorrem em sitios distantes dos tumores primarios ou de suas
metéstases. Os mecanismos e a incidéncia das SPNs sdo mais conhecidos na medicina
humana. Na medicina veterinéria existem poucos dados relativos a real incidéncia em cées, e
a importancia da investigacdo justifica-se pelo fato que as SPNs podem resultar em uma
morbidade superior a do préprio tumor que as origina.

As manifestaces clinicas e laboratoriais podem ser atribuidas aos efeitos dos diversos
tipos de tumores em cdes e gatos. Dentre as anormalidades hematoldgicas a anemia,
eritrocitose, leucocitose neutrofilica, trombocitopenias, coagulopatias e coagulacao
intravascular disseminada (CID) sdo as mais comuns e merecem atencdo no momento do
diagndstico.

Enguanto na medicina humana as alteracbes hematoldgicas nas neoplasias séo
consideradas como um importante fator determinante do prognostico, na medicina veterinaria,
pelo fato de ndo haver informacBes suficientes, as avaliacdes hematoldgicas e,
principalmente, da coagulacdo ndo sdo acrescentadas nos protocolos de avaliagdo pré-
cirtrgica dos pacientes oncolégicos.

Em cadelas acometidas por neoplasia mamaria, as anormalidades laboratoriais
relacionadas a coagulacdo ja foram identificadas e descritas em alguns estudos, porém até o
presente momento ainda sdo pouco exploradas no sentido da fisiopatologia, relagdo com os
tipos histolégicos e a importancia para o prognoéstico da doenca.

A importancia da determinacdo dos parametros hemostaticos é fundamentada pela
coagulacdo intravascular disseminada (CID) ser muitas vezes, silenciosa, podendo passar
despercebida nas avaliacdes laboratoriais. Em decorréncia, os exames laboratoriais sao
fundamentais para determinar o prognostico da doenca neoplésica e providenciar o tratamento
da sindrome e outras anormalidades previamente a instituicdo do tratamento clinico e
cirurgico desse tipo de paciente.

O presente estudo justifica-se pela escassez de estudos identificando as anormalidades
hematoldgicas, bioquimicas e hemostaticas de origem paraneoplasica em cadelas com

tumores de mama e relacionando-as com o estadiamento tumoral.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar as anormalidades hematologicas, bioquimicas e de hemostasia sugestivas
de sindrome paraneoplasica em cadelas com neoplasias mamarias e relacionar as alteracdes

com o estadiamento tumoral.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sindrome paraneoplésica

As sindromes paraneoplasicas (SPNs) sdo consideradas um grupo heterogéneo de
alteraces clinicas que ocorrem em sitios distantes dos tumores primarios ou de suas
metéstases. Em cédes ndo se sabe ao certo a incidéncia da sindrome, mas em humanos estima-
se que 75% dos pacientes com cancer sdo acometidos (MORRISON, 2002). A fisiopatologia
da maioria das SPNs é variavel e pouco compreendida para algumas neoplasias primarias,
entretanto, na maioria das vezes esta associada a liberagdo de fatores, hormonios, substancias
bioativas, complexos imunes, citocinas ou fatores de crescimento e que causam efeitos em
diversos sitios organicos (THOMAS & SCHWARTZ, 2005; BERGMAN, 2013). Os
mecanismos e a incidéncia das SPNs sdo mais conhecidos na medicina humana (BERGMAN,
2007), o que sugere a realizacdo de mais estudos na medicina veterinaria, pois a incidéncia de
neoplasias em cdes vem aumentando ao longo dos anos. A importancia da investigacéo
também esta relacionada ao fato que a morbidade das SPNs muitas vezes é maior que do
préprio tumor que as origina.

As manifestagdes clinicas e laboratoriais das SPNs podem ser atribuidas aos diversos
tipos de tumores em cdes e gatos. As mais comuns sdo as enddcrinas e as hematolégicas.
Nestas ultimas, a anemia e as coagulopatias sdo verificadas com maior frequéncia em caes
com tumor de mastdcitos, tumores de mama, hemangiossarcomas e carcinomas inflamatérios,
entre outros (BERGMAN, 2007).

Dentre as anormalidades hematol6gicas podemos citar a anemia, eritrocitose,
leucocitose neutrofilica, trombocitopenias, coagulopatias e coagulacdo intravascular
disseminada (CID) e dentre as enddcrinas, a hipercalcemia e a hipoglicemia (BERGMAN,
2013).

3.1.1 Sindrome paraneoplésica nas neoplasias mamarias

Nas fémeas caninas, as neoplasias mamarias correspondem a aproximadamente 50%
dos tumores e sdo mais comuns em fémeas de meia idade sem predisposi¢do racial
(OLIVEIRA et al., 2003). Mais de 60% dos tumores sdao malignos com metastases em 25%
dos casos (De NARDI, 2009). A origem das SPNs nesse tipo de tumor ainda é pouco

esclarecida, porém, sabe-se que as manifestaces mais comumente observadas sdo anemia,



leucocitose, trombocitopenias, coagulopatias e CID (STOCKHAUS et al., 1999; BERGMAN,
2007).

Em um estudo no qual se verificou a relacdo entre as anormalidades na coagulacao e
alguns aspectos do carcinoma mamario em cées, pode-se identificar que 67% (40/60) das
fémeas avaliadas possuiam algum tipo de anormalidade nos testes de coagulacdo. Tais
alteracdes foram correlacionadas com a progressdo tumoral que foram mais evidentes nos
estadios Il e IV (STOCKHAUS et al., 1999). As informagdes demonstram a importancia da
verificacdo dos pardmetros nesses pacientes com objetivo de identificar, determinar o
prognostico e providenciar o tratamento da sindrome previamente aos demais procedimentos
terapéuticos. A evidéncia de anormalidades da coagulacdo de origem paraneoplésica em
pacientes com neoplasia mamaria pode evoluir para complicacbes hemorragicas durante o
tratamento (MANGIERI, 2009).

3.1.2 Anormalidades hematoldgicas de origem paraneoplasica

A anemia é uma manifestacdo paraneoplasica mais comumente verificada em cées e
gatos, e a sua etiologia pode estar relacionada a doenca cronica, hemdlise (imunomediada ou
microangiopatica) e perda de sangue por sequestro celular. Nos pacientes oncoldgicos ndo
tratados com quimioterdpicos pode também ocorrer distlrbios no metabolismo do ferro,
reducdo da meia vida eritrocitaria e diminuicdo da resposta da medula 6ssea (BERGMAN,
2013).

O mecanismo dessa alteracdo estd associada a secrecdo tumoral de citocinas como a
IL-1 (interleucina 1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) responsaveis por promover
sequestro de ferro, ocasionar a reducdo da meia vida das hemacias (IL-1) e da secrecdo de
eritropoietina (TNF e IL-6). No caso das anemias hemoliticas, a microangiopatica e a
imunomediada por formacdo de imunocomplexos sdo relatadas nas neoplasias mamarias,
como o carcinoma em cadelas (MANGIERI, 2009).

O aumento no namero de neutréfilos circulantes tem sido associado a uma variedade
de neoplasias em humanos e cdes (BERGMAN, 2013). No caso da leucocitose neutrofilica,
sugere-se que haja uma estimulacdo do fator estimulador de colénia de mondcitos e
granulécitos, pela inflamacéo crénica ou necrose ocasionadas pelo processo neoplasico
(SHARKEY et al., 1996; CHILDRESS, 2012).



A trombocitopenia é secundaria ao tratamento quimioterapico e na auséncia da acdo
dessas drogas, 0os mecanismos incluem o aumento da destruicdo, sequestro/consumo de
plaquetas ou reducédo da producdo (BERGMAN, 2007).

A trombocitose é considerada como sendo rara na oncologia veterinaria, enquanto que
em pacientes humanos com céncer é frequentemente observada (DeSANCHO & RAND,
2010; BERGMAN, 2013). Isso pode significar que a verdadeira incidéncia de trombocitose
nos animais com neoplasia pode estar sendo subnotificada (CHILDRESS, 2012). Quanto a
etiologia, a trombocitose pode ser classificada em fisioldgica, reativa ou neoplasica
(STOKOL, 2010). A fisioldgica resulta de contracdo esplénica por influéncia da adrenalina e
a reativa ocorre em resposta as citocinas inflamatorias ou fatores de crescimento
hematopoiéticos, sendo que ambas podem ocorrer em pacientes com cancer (CHILDRESS,
2012).

Outras alteragGes hematoldgicas observadas incluem a monocitose, que pode ocorrer
na inflamacdo tumoral ou necrose tecidual e a eosinofilia, que geralmente é incomum nos
pacientes veterinarios, sendo observada com mais frequéncia em cdes e gatos com
mastocitoma e linfoma, sendo de rara ocorréncia em pacientes com tumores solidos
(CHILDRESS, 2012).

3.1.3 Anormalidades bioquimicas

Diversas anormalidades bioquimicas foram descritas nos pacientes oncolégicos, como
hipercalcemia, hipoglicemia, hipoproteinemia e elevacdo da fosfatase alcalina total e de suas
isoenzimas correspondentes (HAMILTON et al., 1973; KARAYANNOPOULOU et al.,
2006; BERGMAN, 2013). A hipocalcemia e a hiperglicemia também podem ser observadas,
mas sdo consideradas extremamente raras (BERMAN, 2013).

A hipoproteinemia como sindrome paraneoplasica pode ocorrer devido a sintese
deficiente e/ou aumento da perda pelo trato gastrintestinal (enteropatia) ou urina
(BERGMAN, 2013).

A hipercalcemia em cées tem sido relatada em diversos tipos de neoplasias, incluindo
0s carcinomas e adenocarcinoma mamarios, embora seja observada mais comumente nos
linfomas (BERGMAN, 2013). Nos processos neoplasicos, resulta da producgéo de substancias
tumorais como a proteina semelhante ao paratdrmonio (PTHrP) (KUBOTA et al., 2002), que
estimulam a hipercalcemia através da mobilizacdo dssea e a reabsorcéo renal do célcio. A

hipercalcemia pode provocar nefropatia com consequente polilria, polidipsia e sinais da



sindrome urémica (WELLER & HOFFMAN, 1992; WELLER et al., 1992) e esta associada a
maior morbidade de todas as sindromes paraneoplasicas (CARDOSO et al., 2004).

De acordo com Bergman (2013), a principal causa de hipoglicemia induzida pelo
cancer em cdes € o insulinoma, embora ja tenha sido descrita também em outros processos
neoplésicos, incluindo os tumores mamarios. Esse autor cita ainda que a hipoglicemia nos
tumores extra-hepéticos tem sido associada com baixos niveis de insulina, enquanto que os
insulinomas causam hipoglicemia pelos niveis excessivos de insulina circulante.

A elevacdo significativa da fosfatase alcalina relacionada aos tumores mamarios
caninos ja foi descrita (HAMILTON e. al., 1973; KARAYANNOPOULOU et al, 2006), além
do aumento de suas isoenzimas correspondes - hepética, 6ssea e induzida por corticosteroides
(KARAYANNOPOULOU et al, 2006).

3.3 Coagulagéo intravascular disseminada

A coagulagéo intravascular disseminada (CID) desenvolve-se em decorréncia da
geracdo excessiva de proteases responsaveis pela formacdo de fibrina e desenvolvimento da
fibrindlise em associacdo com falhas nos mecanismos inibitorios produzindo um estado de
hipercoagulabilidade descontrolada com a formacdo de trombos. De uma maneira geral, a
CID tem uma fase de hipercoagulabilidade seguida de uma fase hemorragica (LEVI & CATE,
1999; MANGIERI, 2009).

O mecanismo da fibrindlise ou trombose induzida por neoplasias envolve a producao
celular de citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-1 que induz a formacéo do fator tecidual
(tromboplastina), a expressdo do PAI-1 (inibidor ativador do plasminogénio) e menor
expressao da trombomodulina. Os tumores também liberam fator de crescimento do endotélio
vascular que induz a expressdo de fator tecidual pelos macr6fagos em resposta a antigenos
neoplasicos aumentando a permeabilidade microvascular e promovendo a angiogénese
tumoral (MANGIERI, 2009; HACKNER & SCHAER, 2010).

A incidéncia da CID em cdes com neoplasias malignas é de aproximadamente 10% e
uma variedade de tumores podem ser associados a essa sindrome. O hemangiossarcoma € 0
mais comum embora os tumores inflamatorios da glandula mamaria, os carcinomas de
tiredide, os tumores mamarios pulmonares e os carcinomas intra-abdominais também possam
estar associados (BERGMAN, 2007).

Na oncologia veterinaria, ndo ha investigacdo da sindrome e a maior parte dos

pacientes demora em apresentar um quadro de hemorragia espontanea e por esse motivo, tem-



se a importancia de investigar rotineiramente (MANGIERI, 2009). O diagnostico pode ser
identificado através dos testes que avaliam a coagulacdo onde a trombocitopenia,
prolongamento do tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) ou tempo de trombina (TT), elevacdo dos produtos de degradacdo da fibrina (PDFs) e
diminuicdo dos niveis de fibrinogénio plasmatico sdo comumente identificados
(STOCKHAUS et al., 1999; STOKOL et al., 1999; BROOKS & LAFORCADE, 2010).
Sugere-se que a reducdo da antitrombina I1l no soro parece ser um dos fatores de progndstico
mais valioso na presenca da CID (STOKOL et al., 1999). Adicionalmente, a determinacédo do
Dimero D plasmatico, um dos PDFs, tem sido considerada um dos melhores marcadores
moleculares para se entender o mecanismo de ativagdo de procoagulantes e a CID
(MACHIDA et al., 2010; BROOKS & LAFORCADE, 2010). No entanto, na medicina
veterinaria, os testes para determinacdo desse parametro estdo pouco explorados e ainda nédo

padronizados para 0 uso na rotina laboratorial.

3.4 Hemostasia

Hemostasia € o mecanismo que previne a perda de sangue através de injurias no
sistema vascular envolvendo interacBes entre o endotélio vascular, plaquetas, fatores de
coagulacdo e mecanismos fibrinoliticos. A avaliacdo laboratorial consiste basicamente na
verificacdo da plaquetometria, tempo de sangramento, tempo de coagulacdo ativado, TP,
TTPa, TT, fibrinogénio plasmatico, verificacio de PDFs (BAKER, 2007), além da
determinacdo do Dimero D plasmatico (MACHIDA et al., 2010) e da tromboelastografia
(HACKNER & SCHAER, 2010).

O TTPa é utilizado para 0 monitoramento das vias intrinseca (fatores XII, XI, IX e
VIII) e comum (fatores X, V, Il e 1) da coagulacdo (BAKER, 2010) e podem apresentar
tempos prolongados em pacientes com ou sem sintomatologia clinica da CID (STOKOL et
al., 1999). O TP avalia a via extrinseca (fator VII) e a via comum. Em ambos o0s casos, 0
prolongamento do tempo de formacdo do coagulo in vitro indica que ocorreu reducdo de
aproximadamente 70% da atividade de algum fator (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

A hemostasia anormal causa hemorragia ou trombose sendo que 0S exames
laboratoriais dos componentes do sistema hemostatico servem para detectar, explicar,
monitorar ou prognosticar os estados patologicos (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Para o diagnostico da CID s&o considerados pelo menos trés alteracGes das seguintes:

trombocitopenia; prolongamento de TP, TTPa, TT, hipofibrinogenia e elevagédo dos valores de



PDF e Dimero D (STOCKHAUS et al.,, 1999; STOKOL et al., 1999; BROOKS &
LAFORCADE, 2010).



4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos serdo descritos nos artigos cientificos que serdo submetidos
em periddico da area. Os artigos em questdo estdo formatados de acordo com as normas para

envio do periddico Veterinary Clinical Pathology.
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em forma de artigos cientificos que serdo submetidos
em periddico da area. Os artigos em questdo estdo formatados de acordo com as normas para

envio do periddico Veterinary Clinical Pathology.
5.1 Artigo cientifico 01

Anormalidades hematoldgicas e bioquimicas de origem paraneoplésica em fémeas

caninas com neoplasia mamaria

Hematologic abnormalities of paraneoplastic origin in female dogs with mammary

neoplasms

Naila C. B. Duda?, Luciane C. Vieira?, Luciana O. de Oliveira?, Juliana P. Matheus®, Natalia

C. Angeli', Nilson J. da S. Nunes®, Stella de F. Valle', Félix H. D. Gonzalez*

!Laboratério de Anélises Clinicas Veterinarias (LACVet) e “Servico de Oncologia Veterinaria
(ONCOVET), Hospital de Clinicas Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brasil.

Enderego para correspondéncia: Naila C. B. Duda, LACVet, Hospital de Clinicas
Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090,

Agronomia, 91540-000, Porto Alegre, Brasil. E-mail: nchduda@hotmail.com
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RESUMO

Background: As anormalidades hematologicas e enddcrinas de origem paraneoplasica tem
sido associadas a diversos tipos de neoplasias em cées e gatos. Ao contrario da medicina
humana, existem poucos dados relativos a incidéncia das sindromes paraneoplasicas (SPNS)
em cdes, 0 que justifica a necessidade de uma maior investigacdo, pois apresentam uma
elevada morbidade e podem ser fieis indicadores de progndstico. Anormalidades como
anemia, leucocitose, trombocitopenias, coagulopatias e coagulacao intravascular disseminada
(CID) ja foram relatadas em cadelas com tumores mamarios.

Objetivo: O objetivo desse estudo foi realizar a avaliacdo hematoldgica e bioquimica de
cadelas acometidas por neoplasia mamaria com a finalidade de identificar as alteracbes mais
comuns e relacionar com o estadiamento tumoral.

Meétodos: Amostras de sangue de 25 cadelas acometidas por neoplasia mamaria foram
coletadas para hemograma e bioquimica sérica (albumina, ALT, célcio, creatinina, FA,
glicose e ureia). Os animais foram divididos em cinco grupos conforme o estadiamento
tumoral adaptado para os tumores de mama em cdes (TNM — | a V). As varidveis
hematoldgicas e bioquimicas foram comparadas entre 0s grupos.

Resultados: No hemograma foi observado leucocitose neutrofilica (44%), anemia (24%),
monocitose (24%) e eosinofilia (24%); e na bioquimica sérica, hipocalcemia (76%),
diminuicdo dos niveis de ureia sanguinea (40%), hipoalbuminemia (32%) e hipoglicemia
(8%). Entre os grupos conforme o estadiamento tumoral, ndo foi verificada associagdo em
todos os parametros estudados. Apenas as variaveis RDW e ALT apresentaram relagdo
significativa entre 0s grupos.

Conclus6es: Embora os achados sanguineos ndo tenham sido relacionados diretamente com o

estadiamento tumoral, as alteragdes encontradas sugerem a necessidade de novas
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investigacbes quanto ao mecanismo das alteracfes, uma vez que podem influenciar na

condic&o clinica e no progndstico desses individuos.

Palavras-chave: caninos; estadiamento tumoral; glandula mamaria; neoplasia.

INTRODUCAO

As sindromes paraneoplasicas (SPNs) sdo consideradas um grupo heterogéneo de
alteracdes clinicas que ocorrem em sitios distantes dos tumores primarios ou de suas
metéstases.! A fisiopatologia da maioria das SPNs é variavel e pouco compreendida para
algumas neoplasias primarias, entretanto, na maioria das vezes esta associada a liberacdo de
fatores, hormonios, substancias bioativas, complexos imunes, citocinas ou fatores de
crescimento e que causam efeitos em diversos sitios organicos." Os mecanismos e a
incidéncia das SPNs sdo mais conhecidos na medicina humana?, onde se estima que 75% dos
pacientes com cancer sejam acometidos pela sindrome.® Na medicina veterinaria existem
poucos dados relativos a real incidéncia em cées, e a importancia da investigacdo justifica-se
pelo fato que as SPNs podem resultar em uma morbidade superior a do proprio tumor que as
origina.t

As manifestacBes clinicas e laboratoriais das SPNs podem ser atribuidas aos efeitos
dos diversos tipos de tumores em cées e gatos.! Dentre as anormalidades hematolégicas a
anemia, eritrocitose, leucocitose neutrofilica, trombocitopenias, coagulopatias e coagulacao
intravascular disseminada (CID) sd0 as mais comuns® e merecem atencdo no momento do
diagnostico.

A anemia é a manifestacdo paraneoplasica mais comum no paciente com cancer e a
sua etiologia pode estar relacionada a doenca crbnica, hemolise (imunomediada ou

microangiopatica) e perda de sangue por sequestro celular. Em pacientes ndo tratados com
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quimioterapicos pode também ocorrer distirbios no metabolismo do ferro, reducdo da meia-
vida eritrocitaria e diminuic&o da resposta da medula ssea.

Além da anemia, 0 aumento no numero de neutrofilos circulantes pode ocorrer por
uma provavel secrecdo do fator estimulador de coldnia de mondcitos e granuldcitos, em
reposta a inflamac&o cronica ou necrose ocasionadas pelo processo neopléasico.*®

Os escassos estudos em animais ndo tratados sugerem uma investigacao das alteracfes
nos parametros hematoldgicos e bioquimicos em pacientes com cancer para que se estabeleca
e se conheca as anormalidades ocorrentes para que a sindrome seja controlada previamente
aos demais procedimentos terapéuticos. A partir disso, objetiva-se com o presente trabalho, a
identificacdo das alteracGes hematoldgicas e bioquimicas mais frequentes e a associacdo das
anormalidades com o estadiamento tumoral, conforme a classificagdo TNM modificada para

0s tumores mamarios caninos.®

MATERIAIS E METODOS
Selecdo dos animais e coleta das amostras

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (processo n°® 23774 - CEUA/UFRGS). O uso dos animais foi
autorizado pelos tutores através da leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido no qual constava os tipos de procedimentos e os riscos conforme a Diretriz
Brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didéticos.” Foram
amostradas 37 fémeas caninas de diversas racas acometidas por neoplasia mamaria, atendidas
no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS (HCV-UFRGS) durante um periodo de
quatro meses. Todos os animais foram submetidos a um exame clinico geral e especifico da
glandula mamaéria, associado a investigacdo de metastases toracica e abdominal por meio de

exames de imagem (estudo radiografico toracico e ultrassonografia abdominal). Com objetivo
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de excluir processos inflamatorios e hiperplasicos das glandulas mamarias, as pacientes foram
submetidas a citopatologia aspirativa com agulha fina (CAAF) das glandulas afetadas.

Apos a avaliacdo clinica foram coletadas amostras de sangue por puncdo venosa a
vacuo, apés antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha 21G na seguinte ordem: 4
mL em tubos secos para as provas bioquimicas e 3 mL em tubos com anticoagulante
etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-K3) para hemograma.

Animais que apresentavam doencas concomitantes que pudessem interferir na
avaliacdo hematologica e bioquimica, como outros tipos de neoplasias, faléncia de algum
Orgdo e hepatopatias, foram descartados do estudo. Apenas as cadelas que estavam
clinicamente aptas e que obedeceram as diretrizes do estudo foram encaminhadas para o

procedimento cirdrgico conforme a indicacdo clinica.

Hematologia e bioquimica

Para o hemograma, a contagem total de eritrdcitos, leucécitos, a determinacdo da
hemoglobina e a média da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos (RDW), foram realizadas
em um contador automatico (ABC Vet, ABX Micros, Horiba). O hematdcrito foi determinado
pelo método de microhematdcrito a 9520 g por cinco minutos e os indices volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados.
A contagem diferencial e a analise do esfregaco sanguineo corado foram feitos através de
microscopia optica pelo mesmo observador. A contagem de reticuldcitos e a corregdo do valor
total foram realizados apenas nos animais que apresentavam hematdcrito inferior a 37%.

A amostra de sangue sem anticoagulante foi destinada a analise bioguimica. Apds a
retracdo do coagulo por 30 minutos, realizou-se a centrifugagdo a 2000 g por 10 minutos para
obtencdo do soro. As analises foram realizadas em duplicata, e foram obtidos os valores

médios de albumina, alanina transaminase (ALT), calcio total, creatinina, fosfatase alcalina



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

15

(FA), glicose e ureia por metodo colorimétrico enzimatico (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa,

MG) em espectrofotdmetro automatico (CM 200, Wiener Lab Group, Argentina).

Estadiamento tumoral

Para o procedimento cirdrgico, as pacientes foram submetidas a anestesia geral
(inalatdria) e analgesia de acordo com o estado clinico e a classificacdo sugerida pela ASA
(Associacdo Americana de Anestesiologia). Durante o procedimento de mastectomia, as
mamas removidas juntamente com os linfonodos regionais foram coletados e fixados em
formol tamponado a 10% e encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS para
avaliacdo histopatoldgica e confirmacdo da origem tumoral, necessarios para o estadiamento
tumoral e classificacdo através do sistema TNM para tumores mamarios caninos® adaptado a
partir da classificacdo proposta para humanos.® A classificacdo aplicada é baseada em 5
estadios (I a V) determinados através da avaliacdo do tamanho do tumor primario (T),
acometimento de linfonodos regionais (N) e presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M). Essa proposta modificada da versao original determina a classificacdo dos estadios I, 1l e
I11 conforme o tamanho tumoral: I, menor que 3 cm; 1, entre 3 e 5 cm; e 111, maior que 5 cm.
Metastase em linfonodos regionais representa o estadio 1V, independente do tamanho do

tumor e metastase a distancia constitui o estadio V.%°

Anélise estatistica

Foram descritas as varidveis pela mediana, média, valor minimo e valor maximo, e
foram comparadas entre os grupos conforme o estadiamento tumoral pela classificagdo TNM
através do teste de Kruskal-Wallis. Em caso de diferenca significativa foram ordenadas as
variaveis por postos e comparadas entre 0s grupos pelo teste post-hoc de Tukey utilizando o

programa SPSS v 18.0. Considerou-se um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Um total de 25 animais dos 37 amostrados foram considerados aptos e incluidos no
estudo. A idade media dos animais amostrados, representadas por diversas racas, foi de 9,72
anos (6 a 14 anos). A avaliacdo histologica dos tumores mamarios dos 25 animais permitiu
classificar as neoplasias em grupos: carcinoma in situ (n=2 — 8%), carcinoma complexo (n=4
— 16%), carcinoma simples (n=8 — 32%), grupo composto por carcinoma tubulopapilar (n=4 —
12%), carcinoma sélido (n=2 — 8%) e carcinoma anaplasico (n=2 — 8%), sarcoma (n=1 — 4%)
representado por osteossarcoma de origem mioepitelial de mama, carcinossarcoma (n=6 —
24%), mioepitelioma (n=1 — 4%), carcinoma em tumor misto (n=2 — 8%) e tumor misto
benigno (n=1 — 4%). A partir dessa classificacdo realizou-se o estadiamento tumoral,
conforme o sistema TNM adaptado para tumores mamarios caninos, distribuindo-se os 25
animais nos cinco grupos: estadio | (n=6), estadio Il (n=5), estadio 11l (n=8), estadio IV (n=4)
e estadio V (n=2).

Das variaveis hematoldgicas (Tabela 1), apenas o RDW apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p=0.015; Figura 1), evidenciada entre os grupos | e llI
(p=0.007) e entre os grupos Il e Il (p=0.026). No eritrograma, 24% dos individuos (n=6)
apresentaram valores de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito abaixo dos valores de
referéncia para a espécie, caracterizando anemia. No leucograma, 44% dos animais
amostrados (n=11), pertencentes aos grupos II, Ill, IV e V apresentaram leucocitose
neutrofilica, 24% (n=6) apresentaram monocitose e 24% (n=6) eosinofilia.

Nas variaveis bioquimicas (Tabela 2), verificou-se diferenga significativa para ALT
(p=0.028; Figura 2) entre os grupos avaliados, evidenciada entre os grupos I e 11 (p=0.047) e
entre os grupos | e 1V (p=0.010), sendo que o valor mediano e a média do grupo I foram

superiores aos demais. A hipoalbuminemia foi constatada em 32% das fémeas (n=8),
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pertencentes aos grupos | (n=1), Il (n=1), 1l (n=4) e IV (n=2). O valor mediano e média do
calcio sérico foram abaixo dos valores de referéncia (9-11.3 mg/dL), indicando hipocalcemia
em 19 animais (76%). Com relacdo a ureia, o grupo Il apresentou valor mediano inferior ao
valor de referéncia para a espécie. No total, 40% das fémeas (n=10) apresentaram diminuicéo

dos valores de ureia sanguinea.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteracfes hematoldgicas em cadelas
com tumor de mama e relacionar com o estadiamento tumoral conforme a classificacdo
recentemente proposta para essa neoplasia. Esse trabalho vem a colaborar com a determinacéo
inicial dos achados hematologicos e dos demais exames laboratoriais em cdes acometidos por
doencas neoplasicas para no futuro, através de outros estudos, relacionar o prognostico e a
sobrevida de pacientes ndo tratados com as alteracGes laboratoriais.

Das 25 cadelas avaliadas, em seis (24%) pode-se observar uma anemia normocitica
normocrémica arregenerativa, discreta a moderada condizendo com estudos anteriores que
referem a anemia como a manifestacdo paraneoplasica frequentemente diagnosticada em
cdes. %! Nesses casos, a etiologia pode estar relacionada & doenca cronica, hemélise, perda
de sangue por sequestro celular, distirbios no metabolismo do ferro, reducdo da meia-vida
eritrocitaria e diminuicdo da resposta da medula ¢ssea.'? Em pacientes com cancer, o
mecanismo dessa alteracdo estd associada a secre¢do tumoral de citocinas como a IL-1
(interleucina 1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) responsaveis por promover
sequestro de ferro, reducdo da meia-vida das hemacias (IL-1) e reducdo da secrecdo de
eritropoietina (TNF e IL-6). As anemias hemoliticas, como a microangiopatica e a
imunomediada por formacdo de imunocomplexos ja foram descritas em cadelas com

carcinoma mamario.* Acredita-se que a causa mais importante de anemia ndo regenerativa
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em pacientes com cancer seja a anemia da doenca inflamatdria, comumente referida como
anemia da doenca crbnica, sendo caracterizada por uma inadequada producdo de
eritropoietina, diminuicdo da resposta das células progenitoras na medula Ossea a
eritropoietina, reducdo da meia-vida eritrocitaria e distdrbios no metabolismo do ferro.
Hipotetizando que a secrecdo de fatores pelo tumor fosse maior nos estadios mais avancados
da doenca, esperava-se que 0s animais pertencentes ao grupo V apresentassem anemia, e 0
fato de ndo ter sido observado pode ser atribuido ao reduzido nimero de individuos nesse
grupo (n=2).

A amplitude de distribuicdo do tamanho dos eritrocitos, denominado de RDW (Red
Blood Cell Distribution Width) reflete o grau de heterogeneidade entre as hemécias,™* sendo
importante na classificacdo das anemias.”> Os valores de mediana e média dos grupos
avaliados permaneceu dentro dos valores de referéncia (14-17%), entretanto dez individuos
(40%) apresentaram valores de RDW inferiores a 14% e um individuo (4%) apresentou valor
de RDW discretamente superior ao valor de referéncia (17,1%). Valores diminuidos de RDW
ndo apresentam relevancia clinica, enquantos que os valores elevados indicam uma populacéao
eritrocitaria heterogénea,’® que pode ser observada nas anemias regenerativas, em condigoes
que a producdo de eritrécitos é inefetiva ou ap6s transfusdo sanguinea.™

A leucocitose neutrofilica observada em onze individuos (44%) pode ser atribuivel a
inflamac&o ou necrose tecidual associados com cancer, ou ainda, ocasionada ao estresse.’
Sugere-se que nos casos de malignidade, onde o mecanismo ainda ndo estd totalmente
esclarecido, pode ocorrer um aumento das concentracdes dos fatores de crescimento
hematopoiéticos na circulacdo, ocasionando aumento da producéo e liberagdo de neutrofilos.
Além disso, as citocinas inflamatorias IL-1 e TNF-o também podem induzir neutrofilia por
estimulacdo da producdo de fatores de crescimento.’” Dos onze animais que apresentaram

leucocitose neutrofilica, seis (24%) tinham monocitose associada, o que reforca, nesse caso, a
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existéncia de uma inflamacdo cronica, tumoral ou necrose tecidual® nas cadelas com
neoplasias mamarias.

A eosinofilia paraneoplésica é observada com mais frequéncia em cées e gatos com
mastocitoma e linfoma e de rara ocorréncia em pacientes com tumores sélidos,® embora tenha
sido relatada em cédes com fibrossarcoma oral*® e carcinoma mamario anaplasico.'® Uma das
fémeas obteve o diagnostico histopatologico de adenocarcinoma tubulopapilar com areas de
carcinoma anaplasico condizendo com o observado em um relato de caso previamente
publicado.”® No estudo, a eosinofilia observada em 24% (n=6) dos animais pode sugerir a
sindrome, no entanto, 0 mecanismo ainda € desconhecido e requer uma investigacdo mais
aprofundada sobre a interferéncia de outras citocinas secretadas especificamente em alguns
tipos tumorais, que ndo o TNF-a, IL-1 e IL-6, como a IL-5, uma das citocinas envolvida na
producdo de eosinéfilos.”

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, que tende a diminuir sua
citocinas pré-inflamatérias®® e ao aumento da permeabilidade vascular, com consequente
saida para os espacos extravasculares.”® Dos 32% (n=8) dos animais que apresentaram
hipoalbuminemia, quatro (16%) apresentaram também diminuicdo dos niveis de ureia
sanguinea, o que pode sugerir deficiéncia proteica nesses casos. Também, esse achado tem
influéncia das citocinas inflamatérias secretadas pelos tumores independente da progressdo
tumoral.

VariagBes de ALT (p=0.028) conforme o estadio tumoral verificada no estudo néo
apresenta relevancia clinica, uma vez que os resultados individuais e dos grupos
permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie.

Quanto ao perfil mineral, as variacBes da calcemia é controversa nas cadelas com

neoplasias mamarias. A hipercalcemia paraneoplésica verificada em carcinomas e
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adenocarcinomas mamarios™** néo pode ser observada nesse estudo, no qual a hipocalcemia
foi identificada em 76% (n=19) dos animais estudados. Embora seja de ocorréncia rara,’ a
hipocalcemia nas cadelas com neoplasia mamaria pode estar associada a secre¢do anormal de
calcitonina pelos tumores, como previamente descrito em humanos com cancer de mama.?
No estudo, 8/19 animais apresentaram concomitantemente hipoalbuminemia que pode
ocasionar baixa quantidade de célcio circulante uma vez que o calcio plasmatico é
transportado por essa proteina.?

A hipoglicemia observada em 8% (n=2) dos individuos pode ter sido induzida pela
neoplasia, j& descrita nos tumores mamarios caninos’, incluindo o carcinoma, que pode
ocasionar a expressdao de fatores tumorais estimuladores da secrecdo de insulina como
observado em um relato de caso?’.

No estudo, as diversas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas encontradas nas fémeas
sugerem que a neoplasia mamaria induza a sindrome paraneoplasica, que deve ser avaliada,
pois pode interferir nos tratamentos aplicados, no prognostico e na sobrevida dos pacientes. O
numero reduzido de animais amostrados pode ter influenciado na interpretacdo dos resultados
relacionados ao estadiamento tumoral ja que houveram alteracdes nas variaveis hematologicas
e bioguimicas em determinados grupos de animais. Os achados sugerem a investigacdo
qualitativa e quantitativa das citocinas e fatores de crescimento além daqueles comumente

envolvidos e descritos nos processos neoplasicos em cées.
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Tabela 1. Dados do hemograma em cadelas com neoplasia mamaria (n=25) de acordo com o estadiamento tumoral.

24

Variavel r\g"f";‘r’g f]f: i(;i Estadio | (n=6) Estadio 11 (n=5) Estadio 111 (n=8) Estadio IV (n=4) Estadio V (n=2) P
Eritrécitos 5585 6.23 (5.46-6.98) 6.83 (2.56-7.47) 5.50 (4.40-7.95) 6.30 (4.20-6.76) 7.44 (7.14-7.73) 0317
(milhdes/mm?®) 6 6.25 5.58 5.79 5.94 7.44 :
Hemoglobina 19.18 15.80 (13.3-17.9) 16.00 (5.9-18.6) 12.90 (10.3-16.8) 15.15 (8.6-16.0) 16.50 (16.0-17.0) 0389
(g/dL) 15.67 13.70 13.33 13.73 16.5 :
Hematécrito 2755 46.00 (37-50) 46.00 (17-52) 38.50 (31-50) 44.5 (26-46) 49.00 (48-50) 0415
(%) 44.83 39.00 39.50 40.25 49.00 :
VCM 60.77 71.72 (67.76-74.10)  69.61 (66.40-75.60)  69.03 (61.45-74.42) 68.42 (61.90-70.44) 65.95 (64.68-67.22) 0.208
(fL) 7171 69.95 68.58 67.30 65.95 :
CHCM 20.36 35.31 (33.41-35.94)  34.78 (34.19-35.77)  33.68 (32.05-35.42) 34.03 (33.07-34.78) 33.67 (33.33-34.00) 0.100
(%) 34.92 34.99 33.72 33.98 33.67 :
RDW 1417 1355 (12.2-14.2) 13.60 (12.2-14.3) 14.75 (13.8-16.0) 14.45 (13.0-17.1) 14.55 (14.3-14.8) 0.015
(%) 13.45 13.54 14.84 14.75 14.55 '
Leucécitos totais 00 1709 9000 (6900-14400) 9800 (6900-39400) 18950 (8600-24000) 16650 (8200-20800) 14450 (10400-18500)
(uL) 9633.33 17960 18112.50 15575 14450 '
Bastonetes 0,0 (0-240)

ol) 0-300 0 0 55,63 0 0 0.213
Neutrofilos 5000 .00 6333(3975-10080) 7546 (4485:34278) 146945 (6450-21840) 10232 (5904-16224) 1154850 (8112-14985) h.
(L) 6797.17 14433.60 13680.13 10648 11548.5 :
Eosinéfilos 1001250 582 (0-975) 498 (394-1672) 1413 (240-4760) 1235 (656-5510) 329.50 (104-555) 0229
(L) 495.50 762.60 1533.88 2159 329.50 :
Linfécitos loo0.4g00 1740 (1365-2736) 1104 (1056-1992) 1272 (240-2951) 1787.5 (1066-2660) 1809 (1768-1850) 0.162
(uL) 1862.67 1282.40 1489.25 1825.25 1809 :
Monécitos 150.1350 30150 (138-1050) 880 (552-3546) 1224 (516-1881) 911 (429-1520) 763 (416-1110) 0276
(JuL) 478 1481.40 1144.00 942.75 763 :

Dados apresentados pela mediana (min-méax) e pela média.

Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis.
* \alores de referéncia obtidos na literatura.?®




Tabela 2. Dados da avaliacdo bioquimica em cadelas com neoplasia mamaria (n=25) de acordo com o estadiamento tumoral.

25

Valores de

Variavel referéncia* Estadio | (n=6) Estadio Il (n=5) Estadio 111 (n=8) Estadio IV (n=4) Estadio V (n=2) P
Albumina 26-33 32.38 (22.53-38.90) 28.29 (23.60-35.33) 24.37 (22.18-29.80) 26.91 (18.43-29.3) 30.11 (27.32-32.89) 0.309
(g/L) 31.16 28.99 25.69 25.39 30.11 '

ALT <102 52.71 (30.07-99.96) 25.69 (23.59-48.08) 36.40 (22.47-53.63) 25.29 (18.39-29.80) 35.15 (27.63-42.66) 0.028
(UI/L) 56.54 30.33 36.10 24.69 35.15 '
Calcio 9-11.3 8.38 (5.18-10.98) 8.37 (7.39-9.20) 8.42 (6.52-10.81) 7.39 (6.70-8.94) 8.95 (8.65-9.24) 0537
(mg/dL) ' 8.33 8.41 8.52 7.61 8.95 '
Creatinina 05-15 0.78 (0.48-1.37) 1.12 (0.68-1.41) 0.89 (0.76-1.34) 0.68 (0.60-0.78) 1.2 (1.15-1.25) 0.145
(mg/dL) o 0.83 1.01 0.98 0.69 1.2 '
FA <156 68.95 (6.30-141.00) 41.26 (22.51-77.75) 80.31 (63.69-135.20) 69.54 (17.80-88.89) 63.27 (35.76-90.77) 0.398
(U/L) 70.58 43.19 84.74 61.44 63.27 '
Glicose 65-118 94.7 (58.78-134.20) 93.31 (75.15-97.52) 87.21 (69.70-114.60) 95.21 (63.69-104.08) 87.55 (76.86-98.24) 0.984
(mg/dL) 94.21 89.21 89.19 89.55 87.55 '
Uréia 21-60 29.51 (16.98-55.31) 22.24 (17.61-45.30) 19.29 (11.31-60.20) 22.35(12.38-36.83) 38.55 (36.00-41.09) 0.499
(mg/dL) 34.93 26.99 28.21 23.48 38.55 '

Dados apresentados pela mediana (min-méx) e pela média.
Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis.
*Valores de referéncia internos do laboratério.
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Figura 1. Boxplot do RDW, conforme o estadiamento tumoral. A parte superior e inferior da caixa
indicam o quartil superior e inferior, respectivamente; a linha horizontal representa o valor da mediana e a
linha vertical se estende do valor minimo até valor maximo; os circulos representam os valores outliers
Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0.015).
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Figura 2. Boxplot do ALT conforme o estadiamento tumoral. A parte superior e inferior da caixa indicam
o quartil superior e inferior, respectivamente; a linha horizontal representa o valor da mediana e a linha
vertical se estende do valor minimo até valor maximo; o circulo e o asterisco representam os valores
outliers Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0.047).
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5.2 Artigo cientifico 02

Alteracdes hemostaticas em fémeas caninas com neoplasia mamaria relacionadas com o

estadiamento tumoral
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RESUMO

Background: Desordens hemostaticas de origem paraneoplasica foram descritas em diversos
tipos de neoplasias que acometem cées e gatos, entretanto, os estudos que caracterizam as
anormalidades da coagulacéo relacionadas a neoplasia mamaria bem como a demais tipos de
tumores ainda sdo escassos, uma vez que a avaliacdo de coagulopatias adquiridas por esse
tipo de tumor nédo sdo frequentes.

Objetivo: O objetivo desse estudo foi realizar a avaliacdo da coagulacdo (TP, TTPa, TT,
fibrinogénio plasmatico e Dimero-D) e contagem plaquetaria em cadelas acometidas por
neoplasia mamaria para identificar a alteracdo mais frequente e relacionar as anormalidades
com o estadiamento tumoral conforme a classificacgio TNM adaptado para tumores de mama
em cadelas.

Meétodos: Amostras de sangue de 25 cadelas acometidas por neoplasia mamaria e 10 cadelas
saudaveis para o grupo controle foram coletadas para a determinacdo dos valores de TP,
TTPa, TT, fibrinogénio plasmatico e Dimero-D. Os animais com neoplasias foram divididos
em cinco grupos conforme o estadiamento tumoral para tumor de mama em cadelas e
comparados com o grupo controle através dos testes estatisticos Kruskal-Wallis e post-hoc de
Tukey.

Conclus6es: Ndo foram encontradas alteracfes sugestivas de coagulopatia adquirida nas 25
cadelas avaliadas. Entretanto, observou-se trombocitose e hiperfibrinogenemia em 32% e
68% dos individuos, respectivamente. A elevacdo do fibrinogénio plasmatico foi relacionada
com o estadiamento tumoral, sendo mais evidente nos estadios I, 111 e V. Os individuos no
estadio V apresentaram concomitantemente valores discretamente aumentados de Dimero-D,
sugerindo uma resposta pro-inflamatoria associada a doenca.

Palavras-chave: avaliacdo hemostatica; caninos; coagulopatia adquirida; estadiamento

tumoral; glandula maméria.
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INTRODUCAO

Nas fémeas caninas, as neoplasias mamarias correspondem a aproximadamente 50%
dos tumores e sdo mais comuns em cadelas de meia idade, sem que exista predisposicdo
racial." Mais de 60% dessas neoplasias sd0 malignas com metastases em 25% dos casos.? A
origem das sindromes paraneoplasicas (SPNs) nesse tipo de tumor ainda é pouco esclarecida,
porém, sabe-se que as manifestacdes mais comumente observadas sdao anemia, leucocitose,
trombocitopenias, coagulopatias e coagulacdo intravascular disseminada (CID).>* As
anormalidades nos testes de coagulacdo ja foram identificadas em 67% (40/60) das fémeas
com tumor de mama e anormalidades nos testes foram correlacionadas com a progressao
tumoral onde foram mais evidentes nos estadios 11 e V.2

A importancia da deteccdo de anormalidades da coagulacdo de origem paraneoplasica
em pacientes com neoplasia mamaria se da pela possibilidade de complica¢bes hemorragicas
durante o tratamento.> Nos testes que avaliam a coagulacdo, a trombocitopenia,
prolongamento dos tempos de protrombina (TP), tromboplastina parcial ativada (TTPa) ou
trombina (TT), elevacdo dos produtos de degradacdo da fibrina (PDFs) e diminuicdo dos
niveis de fibrinogénio plasmatico podem ser identificados e sugerir anormalidades de origem
paraneoplésica.>®" Adicionalmente, a determinacéo do Dimero D plasmatico, um dos PDFs,
tem sido considerada um dos melhores marcadores bioldgicos para se entender o mecanismo
de ativacéo de procoagulantes e a CID."®

Em pacientes com cancer, a trombocitopenia pode ocorrer de forma secundéaria ao
tratamento quimioterapico e na auséncia da agdo dessas drogas, 0s mecanismos incluem o
aumento da destruic&o, sequestro/consumo de plaquetas ou reducéo da producéo.* O aumento
na utilizacdo das plagquetas é relatado como o mecanismo final e mais significativo da
trombocitopenia em pacientes com cancer e resulta, na maior parte dos casos, de um estado de

hipercoagulabilidade.®*
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As informacdes relatadas mostram a importancia da verificacdo dos parametros
hemostaticos nos pacientes oncoldgicos com objetivo de identificar, determinar o progndstico
e providenciar o tratamento da sindrome previamente aos demais procedimentos terapéuticos.
Por esse motivo, o presente estudo objetiva avaliar a coagulacdo em cadelas com neoplasias
mamarias para identificar a alteracdo mais frequente e relacionar as anormalidades com o
estadiamento tumoral, através da classificagdo TNM modificada para os tumores mamarios

caninos.™

MATERIAIS E METODOS
Selecdo dos animais e coleta das amostras

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (processo n® 23774 — CEUA/UFRGS) e todos os proprietarios
concordaram em participar do estudo. Foram amostradas 37 fémeas caninas de diversas racas
acometidas de neoplasia mamaria, atendidas no Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS) durante um periodo de quatro
meses. Em todas, foi realizado exame clinico geral e especifico da glandula mamaria, aliado a
exames laboratoriais e investigacdo de metastases toracica e abdominal através de exames de
imagem (estudo radiografico toracico e ultrassonografia abdominal). Pacientes com
comorbidades detectadas nos exames clinico, laboratorial e de imagem foram descartadas do
estudo.

Apobs a avaliacdo clinica foram coletadas amostras de sangue por puncdo venosa a
vacuo, apos antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha 21G na seguinte ordem: 4,5
mL em tubos com citrato de sddio tamponado a 3,2% para as provas de coagulacdo e 3 mL
em tubos com anticoagulante etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-K;) para

hemograma e contagem de plaquetas.
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Animais que apresentavam doencas concomitantes que pudessem interferir na
avaliacdo hemostatica, como outros tipos de neoplasias, faléncia de algum dérgéo e
hepatopatias foram descartados do estudo. Apenas as cadelas que estavam clinicamente aptas
e que obedeceram as diretrizes do estudo foram encaminhadas para o procedimento cirargico
conforme a indicacdo clinica.

A selecdo do grupo controle, composto por 10 fémeas saudaveis, foi baseada na
avaliacdo dos parametros clinicos e auséncia de anormalidades hematoldgicas e bioquimicas.
Esse grupo foi utilizado para a determinacdo dos valores de referéncia para os testes

hemostaticos por meio de validacédo interna realizada pelo laboratorio.

Hematologia

A contagem total de eritrdcitos, leucdcitos, a determinacdo da hemoglobina e a média
da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos (RDW) foram realizadas em equipamento
automatico (ABC Vet, ABX Micros, Horiba). O hematdcrito foi determinado pelo método de
microhematdcrito a 9.520 g por cinco minutos e os indices volume corpuscular médio (VCM)
e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados. A contagem
diferencial e a andlise do esfregaco sanguineo corado foram feitos através de microscopia

Optica pelo mesmo observador.

Testes de coagulacdo

As amostras de sangue obtidas em tubos de plastico com citrato de sédio tamponado a
3,2% foram centrifugadas imediatamente apos a coleta por 15 min a 900 g e o plasma
acondicionado em tubos eppendorf para congelamento a -80°C até o processamento que
ocorreu entre 0,5 e 3,5 meses. As analises do TP (HemoStat Thromboplastin SI, In Vitro

Diagnostica), TTPa (Hemostat aPTT-EL, In Vitro Diagnostica), TT (HemoStat Thrombin
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Time, In Vitro Diagnostica) e fibrinogénio plasmatico (HemoStat Fibrinogen, In Vitro
Diagnostica) foram determinadas em duplicata pelo método de formacdo de coagulo
(HumaClot Junior, In Vitro Diagndstica) com as amostras rapidamente descongeladas em
banho-maria a 37°C. Para determinacdo do Dimero-D (Hemostat D-Dimer, In Vitro
Diagnostica), as amostras foram analisadas em triplicata por turbidimetria (HumaClot Junior,

In Vitro Diagnostica), onde considerou-se a média dos valores obtidos nos testes.

Estadiamento tumoral

As cadelas que estavam clinicamente aptas e obedeceram as diretrizes do estudo,
foram encaminhadas para o procedimento cirurgico. As pacientes foram submetidas a
anestesia geral (inalatéria) e analgesia de acordo com o estado clinico e a classificacao
sugerida pela ASA (Associacdo Americana de Anestesiologia). Durante o procedimento de
mastectomia, as mamas removidas juntamente com os linfonodos regionais foram coletados e
fixados em formol tamponado a 10% e encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria da
UFRGS para avaliacdo histopatoldgica e confirmacdo da origem tumoral, necessarios para o
estadiamento tumoral e classificacdo através do sistema TNM* adaptado para tumores
mamarios caninos.! Tal classificacdo é baseada em 5 estadios (graus | a V), através da
avaliacdo do tamanho do tumor primario (T), acometimento de linfonodos regionais (N) e
presenca ou auséncia de metéastases a distancia (M). Essa proposta modificada da versdo
original determina a classificacdo dos estadios I, Il e Il conforme o tamanho tumoral: I,
menor que 3 cm; |1, entre 3 e 5 cm; e 111, maior que 5 cm. Metastase em linfonodos regionais
representa o estadio IV, independente do tamanho do tumor e a presenca de metastase a

distancia constitui o estadio V.11

Analise estatistica
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Foram descritas as variaveis pela mediana, média, valor minimo e valor maximo, e
foram comparadas entre os grupos conforme o estadiamento tumoral pela classificagdo TNM
através do teste de Kruskal-Wallis. Em caso de diferenca significativa foram ordenadas as
varidveis por postos e comparadas entre 0s grupos pelo teste post-hoc de Tukey utilizando o

programa SPSS v 18.0. Considerou-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Do total de 37 cadelas selecionadas para o estudo, apenas 25 encontravam-se aptas e
foram utilizadas. A idade média dos animais amostrados, representadas por diversas racas, foi
de 9,72 anos (6 a 14 anos). A avaliacdo histoldgica dos tumores mamarios dos 25 animais
permitiu classificar as neoplasias em grupos: carcinoma in situ (n=2 — 8%), carcinoma
complexo (n=4 — 16%), carcinoma simples (n=8 — 32%), grupo composto por carcinoma
tubulopapilar (n=4 — 12%), carcinoma solido (n=2 — 8%) e carcinoma anaplasico (n=2 — 8%),
sarcoma (n=1 — 4%) representado por osteossarcoma de origem mioepitelial de mama,
carcinossarcoma (n=6 — 24%), mioepitelioma (n=1 — 4%), carcinoma em tumor misto (n=2 —
8%) e tumor misto benigno (n=1 — 4%). A partir dessa classificacdo, realizou-se o
estadiamento tumoral conforme o sistema TNM adaptado para tumores mamarios caninos,
distribuindo-se os animais do estudo nos cinco grupos: estadio | (n=6), estadio Il (n=5),
estadio 111 (n=8), estadio 1V (n=4) e estadio V (n=2).

As varidveis de coagulacdo e contagem plaquetaria dos grupos avaliados estdo
descritas na Tabela 1. Foi verificada diferenca significativa entres 0s grupos na avaliagéo do
TP (p=0.036), TT (p=0.003) e fibrinogénio plasmatico (p=0.003) (Figura 1). Entretanto, a
diferenga observada no TP pelo teste de Kruskal-Wallis ndo foi evidenciada no teste Post-

Hoc.
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Embora na contagem de plaquetas ndo tenha sido observada diferenca significativa
(p=0.970) entre os grupos, oito fémeas (32%) pertencentes aos grupos | (n=2), 1l (n=2), I
(n=3), IV (n=1) apresentaram trombocitose e os valores mediando e a média dos grupos se
mantiveram dentro dos valores de referéncia.

Houve diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo | (p=0.001), e entre os
grupos | e 11l (p=0.002) para o TT, sendo que o valor mediano e a média do grupo | foram
inferiores aos valores dos grupos controle e 11l. Na comparacgéo entre os grupos controle e IV
e entre os grupos | e V, os valores obtidos apresentaram-se discretamente acima do limite da
significancia (p=0.055 e p=0.052, respectivamente).

A elevacdo dos valores de fibrinogénio foi observada em 17 individuos (68%)
pertencentes aos cinco estadios tumorais, cujos valores aumentaram conforme o estadiamento
tumoral, sendo mais evidente nos estadios II, Ill e V, no qual verificou-se diferenca
significativa na comparacdo com o grupo controle (p=0.050, p=0.001, p=0.005,
respectivamente). Esses grupos apresentaram valores medianos e medios de fibrinogénio
(156,2 e 173,84; 224,0 e 219,82; 304,50 e 304,50 mg/dL, respectivamente) superiores aos do
grupo controle (88 e 87,18 mg/dL).

Embora ndo tenha sido verificada diferenca significativa do Dimero-D (p=0.230) entre
0S grupos, 0 grupo V apresentou valores superiores aos demais grupos. Dois individuos
pertencentes ao grupo Il e dois do grupo V (16%) apresentaram elevacdo nos valores do

Dimero-D.

DISCUSSAO
O presente estudo avaliou a variacdo dos testes de coagulacdo entre grupos de fémeas
com neoplasia mamaria com objetivo de identificar anormalidades e relacionar com o

estadiamento da doenga. Até 0 presente momento, investigagdes das sindromes
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paraneoplasicas de origem hematoldgica sdo escassas na medicina veterinaria porém requer
aprofundamento com objetivo de proporcionar o conhecimento de condi¢cdes que possam
prejudicar o andamento dos tratamentos cirirgicos ou quimioterapicos desses pacientes.

A trombocitose constatada em 32% das fémeas avaliadas, é frequentemente observada
em pacientes humanos com cancer embora na medicina veterinaria, seja considerada um raro
achado.®** Alguns estudos contradizem os estudos anteriores citando que a trombocitose seja

1516 & de mecanismo ndo esclarecido

um achado comum em cédes e gatos com neoplasia
completamente. Sugere-se que pode resultar de contracdo esplénica por influéncia da
adrenalina e em resposta a liberacdo de fatores tumorais pro-angiogénicos e citocinas
inflamatérias (como as IL-1 e IL-6) ou fatores de crescimento hematopoiéticos®’ secretados
ou induzidos pelo tumor. Em tumores mamarios caninos, como nao existem estudos sobre as
alteracdes de coagulacdo, os mecanismos exatos para trombocitose, nesse caso, ndo puderam
ser elucidados. O resultado encontrado pode significar que a verdadeira ocorréncia de
trombocitose nos animais com neoplasia possa estar sendo subestimada.’

O prolongamento dos tempos de coagulacdo em animais com neoplasia pode estar
associado a secrecdo das citocinas pro-inflamatdrias que promovem 0 aumento no consumo
dos fatores de coagulacdo.’® Nenhum individuo apresentou elevacdo de TP e apenas um
individuo do grupo IV apresentou elevacdo do TTPa, entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre o0s grupos avaliados, contradizendo um estudo que observou
prolongamento dos tempos de coagulagdo em cadelas com carcinoma mamario com
estadiamento 1V.* Esse achado corrobora com outro trabalho que ndo observou diferenca
significativa no TP e TTPa entre 0s cdes com carcinoma e 0 grupo controle composto por

animais saudaveis®’ e também com outro estudo, que ndo obteve diferenca nos tempos de

coagulagdo conforme a progresséo da doenca entre os diferentes tipos tumorais.™®



199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

36

A elevacdo dos valores de fibrinogénio foi observada em 17 individuos (68%)
pertencentes aos cinco estadios tumorais, cujos valores aumentaram conforme a progressao
tumoral, sendo mais evidente nos estadios I, 11l e V. A hiperfibrinogenemia ja foi associada a
progressdo e a extensdo do cancer em pacientes caninos'® e em pacientes humanos,* cuja
alteracdo foi verificada em 83% dos casos de tumores sélidos sem diagnéstico de CID.”® Em
cadelas com carcinoma mamario, 23.3% apresentaram valores elevados de fibrinogénio sendo
mais evidente nos estadios 11l e 1V.* O fibrinogénio, uma glicoproteina plasmatica de fase
aguda sintetizada pelo figado e um integrante da via comum da coagulacdo,* possui aumento
da sua biossintese com a inflamacéo, estresse, ou infeccdo devido a resposta de fase aguda,
sendo observada também em casos de malignidade disseminada,? devido ao dano tecidual
ocasionado pelo crescimento tumoral infiltrativo.”> Em animais com neoplasias, 0os achados
de elevacdo do fibrinogénio podem ser atribuidos ao processo inflamatério onde ocorre a
secrecdo de IL-6.*" No entanto, a relacdo com a progressdo do tumor de mama é evidente e
requer atencdo ja que em outro estudo, a hiperfibrinogenemia foi relacionada a sindrome de
hipercoagulabilidade.’

O TT e mensuracdo da concentracdo do fibrinogénio avaliam a conversdo do
fibrinogénio em fibrina e sdo sensiveis apenas para deficiéncia, disfuncdo ou inibi¢do do
fibrinogénio.”® Quando os valores de TT estdo prolongados, um defeito quantitativo congénito
ou adquirido (deficiéncia de fibrinogénio) ou qualitativo (disfuncdo do fibrinogénio) esta
presente e pode ser observado nas elevacbes dos PDFs, na hipoalbuminemia, na deficiéncia
do fator X111 e amiloidose.?* A elevagdo do TT também pode ocorrer na CID,* o que néo foi
observado em nenhum animal desse estudo. A diminuigdo dos valores de TT pode ser
associada a elevacdo dos niveis de fibrinogénio plasmético como previamente descrito,?

entretanto, no presente estudo, essa alteracdo foi observada apenas no grupo I, ndo estando
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relacionado a elevacdo do fibrinogénio, uma vez que ndo houve diferenca na comparagdo
dessa variavel com o grupo controle.

Valores elevados de Dimero-D podem ser observados na CID, no tromboembolismo
venoso, apos procedimentos cirdrgicos, na anemia hemolitica imunomediada, em doencas
hepaticas e renais, na insuficiéncia cardiaca, em condicdes neoplasicas e hemorragia
interna.®?" No presente estudo, associou-se a elevacdo do Dimero-D com a inflamagéo
ocasionada pelo processo neoplasico, pois esses individuos apresentaram concomitantemente
valores elevados de fibrinogénio (209-355 mg/dL). Dos quatro individuos desse estudo, dois
pertenciam ao grupo V, corroborando com outro estudo, que observou elevacdo significativa
dos niveis de Dimero-D e fibrinogénio em pacientes caninos com metastases a distancia
quando comparados aos pacientes com doenca local invasiva.*® Embora nio tenha diferenca
significativa entre 0s grupos os achados sugerem que possa existir uma relacdo entre 0s
valores de Dimero-D e o estadiamento tumroal indicando que pacientes em estagios finais
(metastases distantes) possam apresentar a coagulopatia de consumo e piorar o progndstico da
doenca.

Como concluséo, a trombocitose e a hiperfibrinogenemia podem estar relacionadas a
uma resposta pro-inflamatdria associada ao estadiamento da doenca. 1sso sugere a realizacao
de mais estudos, com o objetivo de elucidar a importéncia clinica desses resultados bem como

estabelecer o mecanismo das alteragdes.
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Tabela 1 — Dados da avaliacdo hemostatica de cadelas com neoplasia mamaria (n=25) de acordo com o estadiamento tumoral.
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Grupo Controle

Variavel Estadio | (n=6) Estadio Il (n=5) Estadio 111 (n=8) Estadio IV (n=4)

(n=10)
TP 6.3 (5.80-6.85) 5.88 (5.55-6.30) 6.25 (5.70-6.85) 5.95 (5.40-6.30) 6.33 (6.00-6.75)
(s) 6.34 5.88 6.18 5.91 6.35
TTPa 16.55 (14.65-18.25) 15.1 (14.05-16.30) 16.3 (14.80-17.85)  16.98 (14.10-18.05)  18.75 (15.90-21.90)
(s) 16.60 15.06 16.25 16.59 18.83
TT 8.7 (8.20-9.50) 6.9 (6.60-7.80) 8.8 (6.20-9.30) 8.85 (7.90-9.70) 7.85 (6.90-8.10)
(s) 8.78 7.05 8.1 8.80 7.68
Fibrinogénio 88 (70.5-121.0) 101.5 (82.0-153.0) 156.2 (84.0-314.0) 224 (86.5-353.0) 132.5 (82.5-238.5)
(mg/dL) 87.18 109.42 173.84 219.82 146.50
Dimero-D 59 (30-88) 44 (26-86) 30 (2-86) 30 (2-464) 44 (30-58)
(ng/ml) 54.96 47.67 35.80 105.25 44
Plaquetas 448000 (410000- 452000 (223000- 472000 (258000 - 338000 (308000-
(/m m3) 200000-500000* 601000) 771000) 588000) 606000)
477400 459200 445125 417333.33

Estadio V (n=2)

6.48 (6.40-6.55)
6.48
16.38 (15.60-17.15)
16.38
8.85 (8.30-9.40)
8.85
304.50 (254-355.0)
304.50
156 (114-198)
156
408500 (357000-
460000)
408500

0.036

0.076

0.003

0.003

0.230

0.970

Dados apresentados pela mediana (min-méx) e pela média.

Significancia obtida pelo teste de Kruskal-Wallis.

TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial ativada e TT: tempo de trombina.
*Valores de referéncia obtidos na literatura.?
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Figura 2. Boxplot do TP, TT e fibrinogénio, conforme o estadiamento tumoral em comparagdo com o
grupo controle. A parte superior e inferior da caixa indicam o quartil superior e inferior, respectivamente;
a linha horizontal representa o valor da mediana e a linha vertical se estende do valor minimo até valor
maximo; o circulo e o asterisco representam os valores outliers. Significancia obtida pelo teste de
Kruskal-Wallis (p=0.036; p=0.003 e p=0.003, respectivamente).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As alteragdes hematoldgicas, como leucocitose neutrofilica, anemia, monocitose
e eosinofilia; bioquimicas, como hipocalcemia, diminuicdo dos niveis de ureia
sanguinea, hipoalbuminemia e hipoglicemia; e de hemostasia, como trombocitose e
hiperfibrinogenemia, encontradas nas fémeas desse estudo, sugerem que a neoplasia
mamaria induza a sindrome paraneoplasica e podem estar relacionadas a uma resposta
pro-inflamatoria associada ao estadiamento da doenca. Isso sugere a realizacdo de mais
estudos, com o objetivo de elucidar a importancia clinica desses resultados bem como
estabelecer o mecanismo das alteracdes.

Na realizacdo desse trabalho pode-se observar que as investigagdes das
sindromes paraneoplésicas sdo escassas na medicina veterinaria, 0 que requer
aprofundamento, uma vez que essas anormalidades prejudicam a condicdo clinica do
paciente. O conhecimento das sindromes paraneoplasicas pode contribuir para a
instituicdo adequada de terapia previamente aos procedimentos cirlrgicos e/ou
quimioterapicos, auxiliando no estabelecimento do progndéstico e propiciando uma

melhora na qualidade de vida desses pacientes.
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