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Resumo

Em cé&es, assim como nos seres humanos, o envolvimento do sistema
imunolégico tem um papel crucial no desenvolvimento de neoplasias, todavia, a
participacédo da resposta inflamatoria na promocao e desenvolvimento do cancer
ainda é motivo de muita controvérsia. Tendo em vista a necessidade de entender
0 mecanismo de interagcdo entre o processo inflamatério e o desenvolvimento
tumoral, este trabalho objetivou caracterizar a resposta inflamatéria nos
carcinomas de mama em 30 cadelas e quantificar os tipos celulares envolvidos,
além de correlacionar estes resultados a fatores progndésticos e a taxa de
sobrevida destes animais. Dentre os tipos celulares estudados foi observada uma
predominancia significativa dos linfécitos, seguidos pela populacdo de
macréfagos, plasmacitos, e menos freqientemente de neutréfilos. Os linfocitos
apresentaram correlagcéo significativa com a graduacéo (p=0,001), tipo histologico
(p=0,018) e metastase (p=0,023). Linfonodos acometidos revelaram correlacéao
com macrofagos (p= 0,037) e linfécitos (p=0,032). Ndo houve diferenca estatistica
entre os tipos celulares analisados em relagdo ao tempo de sobrevida global.
Todavia, se observou que animais com resposta inflamatéria exuberante, com
predominio de linfécitos, associada ao tumor apresentaram menor taxa de
sobrevida. Diante das importantes correlagbes observadas entre
linfocitos/macréfagos e alguns fatores prognésticos, bem como a maior
intensidade do processo inflamatério nos carcinomas mais agressivos € vigente a
necessidade de mais estudos para entendimento da dinamica interacdo entre a
inflamagé&o e o desenvolvimento tumoral.

Palavras-chave: Cadela; carcinoma- mamario; inflamacao.

Introducéo

Nas ultimas décadas, cresce consideravelmente o interesse dos pesquisadores
pelos tumores mamarios da cadela. Fato este que se explica devido a
semelhanca em diversos aspectos com o0s tumores de mama da mulher e
também pela alta frequéncia desta patologia na rotina clinica dos animais de
companhia SILVA et al., 2004). Em cées, assim como nos seres humanos, 0
envolvimento do sistema imunolégico tem um papel crucial no desenvolvimento
de neoplasias, todavia, a participacdo da resposta inflamatdria na promocéo e
desenvolvimento do cancer ainda € motivo de controvérsia, pois envolve
mecanismos extremamente complexos e ainda pouco elucidados. Pesquisadores
estimam que a inflamacédo contribua para o desenvolvimento no minimo de 15%

de todos os canceres (GIERCKSKY, 2001).

O processo inflamatoério associado ao desenvolvimento neoplésico envolve uma
complexa resposta do hospedeiro. Esta inclui o recrutamento de células do
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sistema imune (linfécitos e macréfagos/células dendriticas), células acessorias
desse sistema (eosindfilos, basdfilos e mastoécitos), mediadores inflamatoérios e a
interacdo entre citocinas e receptores. Acredita-se que as células responséaveis
pela modulacdo da resposta inflamatéria, em determinadas situacdes, liberem
fatores autocrinos e paracrinos que estimulam a proliferacdo celular, inibem a
apoptose, induzem a angiogénese e interfere com a resposta do sistema imune a
agressao. Esses fatores em conjunto podem acelerar a mutagénese, promover a
sobrevivéncia de clones atipicos 0 que por sua vez, aumenta a probabilidade
destes clones adquirirem capacidade de invasao de tecido e 6rgaos (THUN et al.,
2004).

Na resposta inflamatéria associada ao cancer de mama, ocorre um significativo
incremento de macroéfagos, linfocitos e plasmaocitos. Estudos tém relatado que a
maioria dos carcinomas mamarios, em mulheres, é infiltrada por linfécitos,
predominantemente linfocitos T. Estes, localizados na periferia do tumor de
mama, sdo capazes de converter a androstenediona em estrona, a partir da
producdo de enzimas envolvidas na sintese do estrogeno ou de citocinas que
afetam a atividade destas enzimas, contribuindo para a proliferacdo neoplasica.
Todavia, para Blankenstein (2004), a presenca de infiltrados linfocitarios no tumor
de mama indica um melhor progndéstico, pois esse tipo de resposta pode ser o
ponto critico para a rejeicdo tumoral. Os macrofagos ativados, por sua vez,
produzem citocinas, TNF-a, ILs, IFNs e o fator de transcricdo NF-?B (ASPORD et
al., 2007). O NF-?B tem sido associado a promocdo de mudancas celulares, que
culminam com a proliferagdo das células tumorais e a intermediacdo na liberagéo
de células metastéaticas a partir do tumor original (MARX, 2004). Aparentemente,
o tipo, a intensidade e o momento do inicio da resposta inflamatoria induzida pela
acdo de citocinas, sdo fatores que definem se o processo inflamatério atuara
como promotor ou inibidor do desenvolvimento tumoral (BLANKENSTEIN, 2004).

Neste contexto, tendo em vista a necessidade de entendimento da dinamica
interacao entre a inflamacao e o desenvolvimento tumoral, este trabalho teve por
objetivo caracterizar a resposta inflamatoéria associada aos carcinomas mamarios
de cadela e quantificar os tipos celulares envolvidos, bem como correlacionar tal
resposta a fatores prognaosticos e a taxa de sobrevida global dos animais.

Materiais e Métodos

Trinta fémeas caninas com diagnostico de neoplasia maméaria atendidas no
Hospital Veterinario da UFBA (Salvador-Bahia) foram acompanhadas, no periodo
de agosto/2007 a Junho/2008. Os animais foram submetidos ao exame clinico e
realizacdo do estadiamento (TNM), e em seguida encaminhados para realizacao
de raio-x simples de térax para pesquisa de metastase pulmonar. O tipo de
cirurgia foi determinado pelo tamanho do tumor, sua localizacdo e drenagem
linfatica. Os animais que fizeram uso recente de drogas anti-neoplasicas,
antiinflamatérios e antibidticos foram excluidos da pesquisa.

Imediatamente ap6s a cirurgia, foram coletados fragmentos da(s) mama(s)
afetada(s) que incluiram pele e tecido subcutaneo além dos linfonodos regionais.
Quando houve presenca de mais de um tumor no mesmo animal, no momento da
exérese cirlrgica, a coleta dos fragmentos foi realizada separadamente. Os
fragmentos coletados foram fixados em formol neutro e tamponado com fosfato a
10% e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Seccdes
histol6gicas de 4um foram coradas pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina, para



posterior classificacdo histopatologica, tendo como base as normas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tumores e displasias da glandula
mamaria de cdes e gatos (MISDORP et al, 1999). Foi realizado o
acompanhamento trimestral dos animais para determinagdo da taxa de sobrevida
livre da doenca até um ano apdés a cirurgia. Apenas trés dos seis proprietarios de
animais que vieram a oObito durante a realizacdo desta pesquisa autorizaram a
realizacdo da necropsia dos respectivos cadaveres. A partir do exame anatomo-
histopatoldgico foi possivel determinar a causa mortis e confirmar a existéncia ou
ndo de metastases. O projeto de pesquisa se desenvolveu dentro das normas
exigidas pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal.

A resposta inflamatoria foi analisada quanto a sua intensidade e distribuicdo em
discreta, moderada e intensa, focal, multifocal e difusa, respectivamente. Foram
analisados cinco campos de cada lamina/tumor e para a escolha destes campos
foi considerado o0s campos mais representativos da resposta inflamatoria
“hotspots”. ApOs a identificacdo e marcacdo destas éareas, foi realizada a
capturadas das imagens (camera digital adaptada a um Microscopio Olympus BX-
40) e utilizado o software de captura SPOT® versdo 3.45. A fenotipagem e
guantificacdo dos tipos celulares foram realizadas com base na andlise destas
imagens (software Corel Draw verséo 7.468).

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SPSS 13.0. Os
dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido
pelo teste Student-Newman-Kewls (SNK) e correlacdo de Pearson. Para
avaliacdo do tempo de sobrevida livre da doenca foi utilizada a analise da Kaplan
Meyer. Pelo teste log-rank os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p <0,05. O tempo de sobrevida livre da doenca foi definido
(em dias) como sendo o periodo entre 0 exérese cirdrgica do tumor primario e a
recorréncia local/metastase a distancia ou data de 6bito do animal que morreu
pela doenca. Os animais cujo contato foi perdido foram considerados censurados.

Resultados e Discussao

Na maioria dos casos, observou-se maior acometimento em cadelas da raca
poodle (12/40%), seguida pelos animais racialmente indefinidos (8/26,7%),
concordando com os achados de Meuten (2002). Todavia, a frequéncia elevada
do diagnostico de neoplasias mamarias nos Poodles, neste estudo, ndo é
suficiente para confirmar maior predisposicdo desta raca, tendo em vista o
tamanho amostral.

A idade das cadelas estudadas \ariou entre seis e 14 anos, sendo a média de
10,2 anos, corroborando com os dados apresentados na literatura que apontam
seis a doze anos como a faixa etaria de maior incidéncia. A maioria das cadelas
apresentou acometimento bilateral da cadeia mamaria (23/76,6%) com nddulos
multiplos, e nimero de mamas acometidas superior a cinco (12/40%), localizadas
com maior freqiéncia nas mamas abdominal caudal (30/24,6%) e inguinal
(41/33,6%). Meuten (2002) afirma que estas mamas sdo mais acometidas, devido
a maior quantidade de parénquima mamario, consequentemente, maior
possibilidade de resposta proliferativa a acdo de hormoénios. Frequentemente,
mais de uma glandula tem desenvolvimento tumoral, a exemplo do que foi
constatado neste trabalho. N6dulos ulcerados foram observados em apenas oito
casos (26,7%).

O estadiamento clinico, realizado em todos os animais, revelou maior incidéncia
dos estadios | e Il, ambos com frequéncia de 30%, seguidos do estadio Il



(23,3%), estadio V (13,3%), por fim estadio IV (3,4%). Em apenas quatro casos
foram diagnosticados metastase pulmonar com base nos exames radiograficos
(13,3%). Todas as fémeas com estadiamento V, ou seja, com presenca de
metastase a distancia, vieram a Obito antes dos 100 dias de acompanhamento,
enquanto 80% das cadelas em estadio | e 60% das cadelas que apresentaram
apenas alteragfes circulatorias nos linfonodos regionais sobreviveram ao tempo
méaximo de acompanhamento (309 dias). Esses resultados refletem a significativa
correlacéo existente entre a taxa de sobrevida, envolvimento linfatico e presenca
de metéstase a distancia.

Os animais foram divididos em dois grupos, de acordo com o diagndstico
histopatoldgico: carcinoma evoluindo em tumor misto benigno (CATMB) e outros
carcinomas (CA), sendo o Ultimo grupo representado por cinco carcinomas
tubulares, dois papilares e um carcinoma sélido. Uma incidéncia maior de
carcinomas evoluindo em tumor misto benigno (22/73,3%) foi observada em
relacdo aos outros carcinomas (8/26,7%), corroborando com os achados de
Cavalcanti (2006). No presente estudo, apesar de ndo ter sido observada
diferenca significativa entre os grupos CATMB e CA, a média de sobrevida livre
da doenca foi superior no primeiro grupo indicando um melhor prognastico.

O exame microscépico dos linfonodos revelou que quatro casos (13,3%)
corresponderam a hiperplasia reacional; cinco casos (16,7%) a alteraces
circulatérias; 15 casos (50%) apresentaram hiperplasia associado as alteracdes
inflamatérias; cinco casos (16,7%) metastase de carcinoma mamario, e apenas 1

caso (3,3%) nédo apresentou nenhuma alteracao significativa.

A resposta inflamatoria dos carcinomas apresenta distribuicdo ora focal (40%),
ora multifocal (40%), e em menor propor¢cdo de forma difusa (20%). Nos
carcinomas evoluindo em tumor misto, o processo inflamatério é em sua maioria
focal (10/43,5%), enquanto que 0s outros tipos de carcinomas mostram células
inflamatodrias distribuidas multifocalmente (4/50%). Nos dois casos de carcinoma
inflamatério foi observado intenso infiltrado inflamatério. Dentre os tipos celulares
estudados foi observada uma predominancia significativa dos linfécitos (340,7+
291,857), seqguidos pela populacdo de macréfagos (228,97 = 168,044),
plasmocitos (165,97 + 204,464), e menos freqluente os neutréfilos (61,87 +
127,747). Os linfécitos apresentaram correlacéo significativa com tipo histologico
(p=0,018), linfonodos (p=0,032) e metastase (p=0,023). A atuacdo deste tipo
celular no desenvolvimento tumoral ainda é motivo de controvérsia. Para
Blankenstein et al. (2004) a presenca de linfécitos T no sitio tumoral € fator critico
para rejeicdo da neoplasia. Alguns trabalhos relatam que infiltrados linfociticos
mais intensos estdo correlacionados com prognaostico favoravel. Todavia, alguns
estudos relatam que pacientes com cancer intensamente infiltrados por linfécitos
apresentam um pior progndstico e existem ainda aqueles que ndo observaram a
existéncia de tal correlacdo (ASPORD et al., 2007).

Linfonodos acometidos também revelaram correlagdo com macrofagos (p=
0,037), contudo, permanece obscura a acdo dos macrofagos, se propiciando ou
impedindo o desenvolvimento tumoral. Dentre 0s mecanismos propostos para a
acao antitumoral tem-se a acdo dos macréfagos ativados produzindo citocinas,
TNF-, ILs, IFNs e o fator de transcricdo NF-?B. Este tem sido associado a
promoc¢do de mudancas celulares, que culminam com a proliferacdo das células
tumorais e a intermediacdo na liberacéo de células metastaticas a partir do tumor
original (MARX, 2004). O estadiamento foi correlacionado positivamente com
infiltrado  plasmocitico (0,035). Infitracdo difusa deste tipo celular é



frequentemente relatada em torno dos carcinomas mamarios indiferenciados de
caninos (MISDORP et al., 1999).

O tempo maximo de sobrevida de 309 dias foi alcancado por 15 animais, 0
minimo, foi zero dia, referente a cadela que veio a 6bito logo apés a cirurgia,
sendo a média de 197,83 dias. O grupo CATMB embora tenha apresentado uma
média de sobrevida global (202,95+120,29) superior ao grupo dos CA
(183,75+134,87), ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos. Os
episodios de metastase a distancia corresponderam a 13,3% (4) e todos eles
vieram a Obito. Recidiva local representou 23,3% (7) e em apenas dois casos,
houve perda de contato com os proprietarios, sendo estes animais considerados
censurados. Os trés animais submetidos a necropsia no Setor de Anatomia
Patolégica do HOSPMEV apresentaram como causa mortis insuficiéncia
respiratoria aguda em consequéncia da metastase pulmonar de tumor mamario
resultando em hemotdérax.

A sobrevida apresentou relacdo com envolvimento linfatico (p=0,030), estadio
(p=0,008) e metéstase (p=0,003). N&o foi observada diferenca estatistica
significativa entre os tipos celulares e quantidade de células inflamatorias totais
em relacdo ao tempo de sobrevida global dos animais. Entretanto, foi observado
gue 70% dos animais que apresentaram intervalo de linfécitos Il (301 a 600
linfocitos) e 80% dos animais que apresentaram intervalo do total de células
inflamatérias 1l (501-1000 células) sobreviveram mais que 309 dias, o que pode
indicar os efeitos benéficos de uma resposta inflamatéria moderada.

Conclusdo

Diante das importantes correlacdes observadas entre linfécitos/macrofagos e
alguns fatores progndsticos, bem como a maior intensidade do processo
inflamatdrio nos carcinomas mais agressivos € vigente a necessidade de
entendimento da dindmica da interacdo entre a inflamacéo e o desenvolvimento
tumoral.
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