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RESUMO

TOCHETO, R. Influéncia do uso do prp ativado e ndo ativado na cicatrizacédo de
feridas em cadelas submetidas a mastectomia unilateral total. 2024. 72p. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal — Area: Cirurgia Veterinaria) — Universidade do Estado
de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2024.

As neoplasias mamarias sdo cada vez mais frequentes na rotina de pequenos
animais, principalmente em cadelas ndo castradas e de idade avancada, com
progndéstico desfavoravel devido a alta incidéncia de malignidade. A mastectomia &
considerada a principal modalidade para o tratamento das neoplasias mamarias em
cadelas. Devido ao grande dano tecidual caudado pelo procedimento cirdrgico este
estudo objetivou avaliar a resposta cicatricial bem como as possiveis complicacdes
apos a realizacdo de mastectomia unilateral total em cadelas com o uso de plasma
rico em plaguetas ativado (PRPa) e ndo ativado (PRPn). Foram realizadas
mastectomias unilaterais totais em 24 cadelas com neoplasias mamarias, estes
animais foram alocados em trés grupos: PRPa, PRPn e GC (grupo controle) com 8
animais cada. ApGs a resseccao cirurgica da cadeia mamaria, aplicou-se sobre a
ferida, conforme seu respectivo grupo, a solucéo de plasma rico em plaquetas ativado,
nao ativado ou solucéo fisiolégica. No pés-operatdrio foram realizadas avaliacbes
macroscopicas da ferida cirdrgica nos momentos 24; 48; 72 horas; 5 e 10 dias.
Também foram coletadas duas biopsias incisionais no 5° e 10° dia de pés-operatoério
com o intuito de realizar a avaliacado histologica da cicatrizacédo através da coloracao
com HE e tricromio de Masson. Neste estudo, ndo foram encontradas evidéncias que
diferem grandemente entre os grupos que utilizaram o PRP, entretanto ao analisar a
aplicabilidade dos produtos, o PRP nao ativado demostrou ter uma aplicacdo mais
facil e rapida distribuicdo no grande leito cirlrgico produzido pela mastectomia.
Adicionalmente, com intuito de avaliar os fatores epidemiolégicos relacionados aos
animais participantes deste estudo, foram coletados dados como: idade, raca,
ocorréncia ou ndo de castracdo, uso de progestagenos, fatores clinicos-patolégicos
como, estadiamento através do sistema TNM, tempo de evolucao, localizacao, tipo
tumoral e recidiva tumoral pos-cirtrgica apés seis meses. Os dados foram obtidos
através da anamnese, exame clinico com énfase na avaliagdo da cadeia mamaria
para presenca de nodulacdes. A idade média das cadelas com neoplasias mamarias
foi de 9,2 anos, e a incidéncia de neoplasia, foi de 64% das pacientes com menos de
10 anos e 36% nas cadelas com idade acima de 10 anos e a ragca mais acometida foi
a SRD. No momento do diagndstico das neoplasias, 76% das pacientes nao eram
castradas e administragdo de progestagenos foi realizada em mais da metade das
cadelas. O percentual de malignidade tumoral chegou a 96%, sendo mais prevalente
0 carcinoma em tumor misto, que representou mais da metade de todas as neoplasias
diagnosticadas. Os resultados obtidos neste levantamento reforcam a importancia da
conscientizacdo dos tutores de nossa regido, sobre a prevencdo das neoplasias



mamarias em cadelas, visto a alta taxa de malignidade observada e casos avancados
da doenca.

Palavras-chave: Caninos, malignidade tumoral, neoplasia mamaria, Plasma rico em
plaguetas, regeneracéo tecidual.



ABSTRACT

TOCHETO, R. Influence of the use of activated and non-activated prp on wound
healing in bitches undergoing total unilateral mastectomy. 2024. 72p. Thesis
(Doctorate in Animal Science — Area: Veterinary Surgery) — State University of Santa
Catarina. Postgraduate Program in Animal Science, Lages, 2024.

Mammary neoplasms are increasingly common in the routine of small animals,
especially in unneutered and older female dogs, with an unfavorable prognosis due to
the high incidence of malignancy. Mastectomy is considered the main modality for the
treatment of mammary neoplasms in bitches. Due to the great tissue damage caused
by the surgical procedure, this study aimed to evaluate the healing response as well
as possible complications after performing total unilateral mastectomy in bitches with
the use of activated (PRPa) and non-activated (PRPn) platelet-rich plasma. Total
unilateral mastectomies were performed on 24 bitches with mammary neoplasms,
these animals were allocated into three groups: PRPa, PRPn and GC (control group)
with 8 animals each. After surgical resection of the mammary chain, activated or non-
activated platelet-rich plasma or saline solution was applied to the wound, depending
on its respective group. Postoperatively, macroscopic evaluations of the surgical
wound were carried out at 24 moments; 48; 72 hours; 5 and 10 days. Two incisional
biopsies were also collected on the 5th and 10th postoperative day in order to perform
a histological assessment of healing through staining with HE and Masson's trichrome.
In this study, no evidence was found that differed greatly between the groups that used
PRP, however, when analyzing the applicability of the products, non-activated PRP
demonstrated easier application and faster distribution in the large surgical bed
produced by mastectomy. Additionally, in order to evaluate the epidemiological factors
related to the animals participating in this study, data were collected such as: age,
breed, occurrence or not of castration, use of progestins, clinical-pathological factors
such as staging using the TNM system, time of evolution , location, tumor type and
post-surgical tumor recurrence after six months. Data were obtained through
anamnesis and clinical examination with emphasis on evaluating the mammary chain
for the presence of nodulations. The average age of bitches with mammary neoplasms
was 9.2 years, and the incidence of neoplasia was 64% in patients under 10 years old
and 36% in bitches over 10 years old and the most affected breed was the SRD. At
the time of diagnosis of neoplasms, 76% of patients were not spayed and
administration of progestins was performed in more than half of the bitches. The
percentage of tumor malignancy reached 96%, with mixed tumor carcinoma being the
most prevalent, which represented more than half of all diagnosed neoplasms. The
results obtained in this survey reinforce the importance of raising awareness among
owners in our region about the prevention of mammary neoplasms in bitches, given
the high rate of malignancy observed and advanced cases of the disease.

Keywords: Canines, mammary neoplasia, Platelet-rich plasma, tissue regeneration
tumor malignancy.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a maior expectativa de vida dos cdes e gatos permitiu observar um
importante aumento de casos de neoplasias nestas espécies (Cunha et al., 2022). Os
tumores mamarios caninos demostram caracteristicas bastante heterogéneas e
representam 50 a 70% de todos os tumores de cadelas inteiras. A prevaléncia dessa
patologia, varia de acordo com a regido, sendo maior em paises onde a castracdo ndo
é realizada de forma rotineira (Sorenmo; Worlei e Zapulli, 2020).

A maioria destas neoplasias sdo malignas e estéo associadas a alta mortalidade
(Nunes et al.,, 2018) e historicamente, mais de 50% dos tumores mamarios sao
considerados malignos (Moe et al., 2001; Salas et al., 2015 e Goldschmidt et al.,
2017). Entretanto, a frequéncia de tumores mamarios benignos e malignos em
cadelas diferem consideravelmente entre os estudos publicados (Valdivia et al., 2021),
com dados que variam entre 25 e 68% (Daleck et al., 1998; Pinto, 2009; Henry,
2012; Tedardi et al., 2016). Acredita-se que esta discrepancia se deva principalmente
devido a existéncia de diferentes métodos de classificacdo tumoral e a auséncia de
critérios uniformes para diferenciar os tipos de tumor (Cassali et al., 2014 e 2018).

O cancer de mama € uma patologia comum principalmente em cadelas adultas
idosas, ndo castradas ou que passaram pela castracdo apods varios cios e, atualmente,
este tipo de tumor tem sido utilizado como modelo de estudo, devido a sua
semelhanca com as neoplasias mamarias em mulheres (Goncalves et al., 2020). Entre
as causas que contribuem para o desenvolvimento tumoral sédo citados fatores
hormonais como o estrogeno, a progesterona e o hormdnio do crescimento que
podem influenciar na carcinogénese mamaria (De Nardi et al., 2009). Por possuirem
baixas chances de cura, principalmente em estagios avancados, € importante que
ocorra conscientizacdo dos tutores principalmente em relacdo aos métodos de
prevencao, tratamento e diagndstico precoce destas patologias.

A mortalidade relacionada aos tumores mamarios é considerada relativamente
alta, sendo que mais de 40% dos pacientes morrem dentro de um ano apos o
diagnoéstico (Nguyen et al.,, 2018). Assim, devido a possibilidade de malignidade
tumoral e ocorréncia de metastase para outros 6rgdos, essas neoplasias devem ser
tratadas cirurgicamente (Schrenk et al., 2007; Cassali et al., 2020). Com relacéo a
ressec¢cao cirurgica radical das glandulas mamarias ainda existem controveérsias,
alguns oncologistas defendem o uso de técnicas cirlrgicas mais agressivas,
considerando o risco de desenvolvimento de novos tumores nas glandulas
remanescentes. Além disso, é importante ressaltar que pequenas lesdes também
podem estar relacionas a tumores agressivos (Cassali et al., 2020).

As mastectomias unilaterais ou bilaterais apresentam maior chance de controle
local do tumor, porém séo consideradas técnicas agressivas, associadas ao aumento
de complicacdes cirurgicas e resposta cirurgica ao trauma, podendo ndo melhorar o
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tempo de sobrevida em cdes (Dos Santos et al.,, 2014; Horta et al.,, 2015). A
manutencdo de amplas margens cirargicas com o objetivo de evitar recorréncias
locais ou metastases pode resultar na criacdo de grandes defeitos teciduais. O
progndéstico dos pacientes com neoplasias mamarias, depende de diversos fatores,
como estadiamento tumoral, tipo histolégico, comportamento clinico do tumor e
condi¢do clinica do paciente (Alves e Grimalt, 2018). Em pacientes com idade
avangada, observa-se fisiologicamente uma diminuicdo da velocidade de
reepitelizacdo, em adicdo, nos animais acometidos por neoplasias ocorre atraso na
cicatrizacdo em razdo de caquexia, alteracdes no metabolismo e na fungcdo das
células inflamatorias (De Nardi et al., 2009).

Vérios estudos sobre cicatrizacao de feridas em humanos e cées descreveram
gque o PRP (plasma rico em plaguetas) promove a epitelizacdo da ferida, exibe
atividade antimicrobiana e estimula a angiogénese (Chicharro-Alcantara et al., 2018)
sendo também indicado para o tratamento de disturbios de condicdes inflamatérias,
como tendinite e osteoartrite (Pelletier et al., 2013). O plasma rico em plaquetas € um
produto obtido pela centrifugacdo do sangue autdégeno, que resulta em maior
concentracdo de plaquetas em menor volume de plasma (Pagliosa e Alves, 2007).
Sendo assim, o PRP é um produto biolégico que contém uma fracdo plasmatica de
células autdlogas, sangue com alta concentracdo de plaguetas e os fatores de
crescimento associados e citocinas. Diversos fatores de crescimento e citocinas
presentes no PRP, demonstraram agir individualmente e/ou sinergicamente para
promover o recrutamento celular, migracdo, proliferacdo celular, angiogénese e
osteogénese (Arnoczky e Sheibani-Rad, 2014; Alves et al., 2018). A comprovacéo da
eficacia do uso do PRP ja foi demonstrada em vérios estudos (Silva et al., 2011;
Vendrusculo et al., 2012; Garcez et al., 2013; e Chicharro-Alcantara et al., 2018) e
ainda muitos pesquisadores buscam o conhecimento da eficacia dos efeitos bioldgicos
do PRP quando aplicado em tecidos moles, 0sso e tegumento (Anitua, 2007). Assim,
o PRP esta sendo utilizado atualmente em caninos como um potencializador biol6gico
da cicatrizacao de feridas (Carr, 2022).

Atualmente sao relatadas abordagens terapéuticas inovadoras baseadas no uso
de plaquetas e seus derivados para o tratamento de varias doencas em caes, como
condi¢cbes inflamatodrias (tendinite e osteoartrite) e na cicatrizacdo de feridas ou
reparacao tecidual (Cortese et al., 2020, Carr, 2022). Pesquisas como estas sao de
grande importancia, pois permitem a elaboragdo de novos compostos terapéuticos
gue possam ser empregados em cirurgias que produzem grande trauma tecidual e em
pacientes com algum tipo de alteracdo nos mecanismos normais da cicatrizagao,
como pacientes oncoldgicos e geriatricos.



CAPITULO | - AVALIACAO MACRO E MICROSCOPICA DA CICATRIZACAO
APOS O USO DE PRP ATIVADO E NAO ATIVADO EM CADELAS
SUBMETIDAS A MASTECTOMIA UNILATERAL TOTAL

RESUMO

A mastectomia é considerada a principal modalidade para o tratamento das
neoplasias mamarias em cadelas. O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto
derivado de um processo de centrifugacdo de uma amostra sanguinea com maior
concentracéo de plaquetas, que sao consideradas adjuvantes no processo cicatricial
pés-operatorio, auxiliando nos processos de hemostasia e estimulacdo da
angiogénese. Dessa forma, devido as alteracBes negativas esperadas na resposta
cicatricial de pacientes geriatricos e oncologicos, delineou-se um estudo a fim de
avaliar a resposta cicatricial apés a realizacdo de mastectomia unilateral total em
cadelas com o uso de PRP ativado (PRPa) e ndo ativado (PRPn). Foram realizadas
mastectomias unilaterais totais em 24 cadelas com neoplasias mamarias, estes
animais foram alocados em 3 distintos grupos, o primeiro grupo foi denominado PRPa,
PRPn e por ultimo o GC (grupo controle) com 8 animais cada. ApOs a resseccao
cirtrgica da cadeia mamaria acometida, aplicou-se sobre a ferida, em seu respectivo
grupo, solucdo de PRPa, PRPn ou solucdo fisiologica. No pds-operatorio foram
realizadas avaliagbes macroscopicas da ferida cirdrgica nos momentos 24; 48; 72
horas; 5 e 10 dias. Adicionalmente, foram coletadas duas biopsias incisionais no 5° e
10° dia de péds-operatério com o intuito de realizar a avaliacdo histolégica da
cicatrizacdo através da coloracdo com HE e tricrbmio de Masson. Na avaliacédo
microscopica da cicatrizagéo, a reacao inflamatoria foi mais intensa, apenas no 5° dia
de avaliacao no grupo PRPa quando comparado ao PRPn. Com relacdo ao critério
reepitelizacdo, no 5° dia de avaliacdo pds-operatério, o grupo PRPn demonstrou
melhor epitelizagdo quando comparado ao grupo Controle. Da mesma forma, no 10°
dia ambos os grupos PRPa e PRPn apresentaram diferenca significativa comparada
ao GC, com maior grau de reepitelizacdo. Dentro do mesmo grupo, houve diferenca
estatistica entre momentos, no grupo Controle a hemorragia foi maior no 5° dia quando
comparado ao 10° dia de p6s-operatério, de forma inversa, a reepitelizacao, foi mais
significativa no 10° dia em comparacéo ao 5° dia no GC. No grupo PRPa a diferenca
estatistica ocorreu no critério reepitelizacéo, onde houve maior epitelizacdo no 10° dia,
guando comparado ao 5° dia de pds-operatorio. Nao foram encontradas evidéncias
gue diferem grandemente entre os grupos que utilizaram o PRP, entretanto ao analisar
a aplicabilidade dos produtos, o PRP néo ativado demostrou ter uma aplicagdo mais
facil e rapida distribuicdo no grande leito cirtrgico produzido pela mastectomia.

Palavras chave: caninos, neoplasia mamaria, regeneracéo tecidual, plasma rico em
plaquetas
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MACRO AND MICROSCOPIC EVALUATION OF HEALING AFTER THE USE OF
ACTIVATED AND NON-ACTIVATED PRP IN FEMALE DOGS SUBMITTED TO
TOTAL UNILATERAL MASTECTOMY.

ABSTRACT

Mastectomy is considered the main modality for the treatment of breast
neoplasms in chains. Platelet-rich plasma (PRP) is a product derived from a
centrifugation process of a blood sample with a higher concentration of platelets, which
are considered adjuvants in the postoperative healing process, assisting in the
hemostasis processes and stimulation of angiogenesis. Therefore, due to the negative
changes expected in the healing response of geriatric and oncological patients, a study
was designed to evaluate the healing response after performing total unilateral
mastectomy in chains with the use of activated PRP (PRPa) and non-activated PRP.
(PRPn). Total unilateral mastectomies were performed on 24 bitches with mammary
neoplasms, these animals were allocated into 3 different groups, the first group was
called PRPa, PRPn and finally the GC (control group) with 8 animals each. After
surgical resection of the affected mammary chain, PRPa, PRPn or saline solution is
applied to the wound, in its specific group. Postoperatively, macroscopic evaluations
of the surgical wound were carried out at 24 moments; 48; 72 hours; 5 and 10 days.
Additionally, two incisional biopsies were collected on the 5th and 10th postoperative
day in order to perform a histological assessment of healing through staining with HE
and Masson's trichrome. In the microscopic evaluation of healing, the inflammatory
occurrence was more intense, only on the 5th day of evaluation in the PRPa group
when compared to PRPn. Regarding re-epithelialization classifications, on the 5th day
of postoperative evaluation, the PRPn group declared better epithelialization when
compared to the Control group. Likewise, on the 10th day both PRPa and PRPn groups
showed a significant difference compared to the CG, with a greater degree of re-
epithelialization. Within the same group, there was a statistical difference between
moments, in the Control group hemorrhage was greater on the 5th day compared to
the 10th day postoperatively, conversely, re-epithelialization was more significant on
the 10th day compared to the 5th day in the GC. In the PRPa group, the statistical
difference occurred in the re-epithelialization categories, where there was greater
epithelialization on the 10th day, when compared to the 5th postoperative day. No
evidence was found that was very common among the groups that used PRP,
however, when analyzing the applicability of the products, non-activated PRP
demonstrated easier application and faster distribution in the large surgical bed
produced by mastectomy.

Keywords: canine, mammary neoplasia, tissue regeneration, platelet-rich
plasma.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As neoplasias mamarias estao entre as principais neoplasias diagnosticadas,
ocupando o segundo lugar em cadelas. Estas, ocorrem com maior frequéncia nas
fémeas e a malignidade varia bastante conforme os estudos, podendo variar de 25
até 68% (Daleck et al., 1998; Pinto, 2009; Henry, 2012; Tedardi et al., 2016) e estao
associados a alta mortalidade (Nunes et al., 2018).

Com relagédo a resseccgdo cirurgica radical das glandulas mamérias ainda h&
muita controvérsia e alguns oncologistas defendem o uso de técnicas cirdrgicas mais
agressivas, considerando o risco de desenvolvimento de novos tumores em glandulas
remanescentes. Atualmente sabe-se que pequenas lesdes também podem estar
relacionas a tumores invasivos (Cassali et al.,, 2020). A cirurgia é considerada o
procedimento padrdo ouro na terapéutica dos tumores mamarios (Macphail, 2013;
Cassali et al.,, 2020) pois permite o diagndstico histopatoldgico, eventualmente
curativo, melhorando a qualidade de vida e modificando a progressdo da doenca
(Macphail, 2013; Sleeckx et al., 2011). Também é considerada a terapia mais efetiva
para o controle regional da doenca (Sorenmo, 2003; Cassall et al., 2020). Portanto, a
remocao cirdrgica completa de tumores que ainda ndo apresentam metéstases é o
procedimento terapéutico que apresenta maior probabilidade de cura para esta
doenca (Cassali et al., 2020).

Existem diferentes tipos de procedimentos cirargicos descritos de acordo com o
estado clinico do animal, tamanho tumoral, localizacdo, drenagem linfatica e
preferéncia do cirurgido (Euler, 2011; Macphail, 2013: Cassali et al., 2014). Deve ser
realizada a excisdo de todos os tumores e, caso esta ndo possa ser completada em
um unico procedimento, 3 ou 4 semanas ap0s a primeira intervencdo devera ser
agendada uma nova cirurgia (Macphail, 2013). O adiamento da cirurgia ndo €
recomendavel, pois o tamanho do tumor é considerado fator progndstico e caso o
tumor apresente um elevado grau de malignidade ou as margens cirdrgicas sejam
insuficientes, podera ser necessario repetir o procedimento (Euler, 2011).

Um estudo de Horta et al. (2015) comparou grau de estresse cirlrgico e a
ocorréncia de complicagcbes poés-operatorias entre cadelas submetidas a
mastectomias parciais ou totais, estes autores verificaram que as mastectomias totais
promovem maior tempo cirdrgico, estresse, estimulo nociceptivo bem como aumento
da incidéncia de complicacdes pos-operatérias em cadelas.

A manutencdo de margens cirdrgicas limpas com o objetivo de evitar
recorréncias locais ou metastases pode resultar na criacdo de grandes defeitos
teciduais. Diante disso, a ocorréncia de seroma, hematoma, infeccdo, tensao
exagerada na borda da ferida e necrose tecidual podem culminar com a deiscéncia
de sutura e complicagdes na cicatrizacdo. E descrito na literatura, reducdo da
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velocidade de reepitelizacdo em pacientes com idade avancada e em animais
acometidos por neoplasias, 0 que acarreta atraso na cicatrizacdo em razao de fatores
como caquexia, alteracdes no metabolismo e na funcdo das células inflamatorias (De
Nardi et al., 2009).

De acordo com Albuquerque et al. (2008), a cicatrizacéo de feridas é o resultado
do conjunto de fenbmenos celulares, moleculares, fisiolégicos e bioquimicos que por
meio da quimiotaxia, neovascularizacdo, proliferacdo, depdsito e reorganizacédo da
matriz extracelular levam a reparacao da ferida. Durante a cicatrizacdo das feridas
ocorrem trés processos complexos e fundamentais na consolidacdo da lesdo: a
inflamacéo, a proliferacéo (reepitelizacédo, sintese da matriz e neo-vascularizagdo) e
a maturacgao (Tazima et al., 2008).

A plaqueta é a célula chave no comeco da cicatrizagdo, pois libera citocinas e
fatores de crescimento essenciais que estimulam todo o processo cicatricial
(Hosgood, 2013). As principais funcdes destas citocinas estdo relacionadas com a
resposta inflamatoria, angiogénese, reepitelizacdo, deposicdo e remodelacdo da
matriz extracelular pela promocéo da sintese de colageno e proteoglicanos, enquanto
inibe a acdo da atividade de proteases (Vendramin et al., 2006). De acordo com Andia
et al. (2012) o PRP controla varios processos biolégicos como a angiogénese,
inflamacé&o, proliferacdo e migracdo celular, bem como processos da matriz
extracelular e s&o os fatores de crescimento que estédo envolvidos diretamente nestas
funcdes.

A introducdo de abordagens terapéuticas inovadoras baseadas no uso de
plaguetas e seus derivados, como concentrados de plaquetas, plasma rico em
plaguetas (PRP) e fibrina rica em plaquetas (PRF), para o tratamento de distarbios de
condigbes inflamatorias, como tendinite e osteoartrite, tem aumentado
consideravelmente. Fatores de crescimento, citocinas e outros compostos bioativos
presentes nesses produtos plaquetarios sdo ativos na regeneracao tecidual (Pelletier
et al., 2013) atuando em diversos processos fisiologicos e fisiopatoldgicos (Cortese et
al., 2020). O PRP é um produto obtido pela centrifugacdo do sangue autégeno, que
resulta em maior concentracao de plaquetas em menor volume de plasma e os fatores
de crescimento associados a estas células (Pagliosa e Alves, 2007).

A producdo do PRP inicialmente foi utilizada para reduzir a ocorréncia de
hemorragias durante a realizacdo de procedimentos cirdrgicos, entretanto, 0 seu uso
foi se tornando cada vez mais difundido nas diversas modalidades cirurgicas
humanas, e em 1998 de acordo com Albuquerque et al., (2008), foi publicado um artigo
relatando o sucesso na cicatrizacdo de enxertos 6sseos quando associados ao PRP.
Apébs este episodio, o produto comecou a ser utilizado com sucesso em cirurgias
ortopédicas, cardiacas, plasticas, geral, vascular, neurologica, obstétrica,
ginecoldgica e oftdlmica (Vendramin et al., 2010). Por ser desenvolvido a partir do
sangue autélogo, o PRP é seguro por ndo transmitir doencas infectocontagiosas e nao
desencadear rejei¢cdes por parte do organismo receptor (Marx, 2004). De acordo com
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Carr (2022), o PRP demonstrou ser relativamente bem tolerado e seguro para varias
condicbes em humanos, equinos e caninos.

S&o varios os fatores de crescimento existentes no PRP, mas os envolvidos na
reparacdo e regeneracdo tecidual incluem o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), a familia do fator de crescimento transformador 3 (TGF-B) o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF)
(Barriendos et al., 2008; Everts et al., 2006; Chein et al., 2010; Carr, 2022).

A comprovagéo da eficacia do uso do PRP ja foi demonstrada em varios estudos
(Silva et al., 2011; Vendrusculo et al., 2012; Garcez et al., 2013) e ainda muitos
pesquisadores buscam o conhecimento da eficacia dos efeitos bioldégicos do PRP
guando aplicado em tecidos moles, osso e tegumento (Anitua, 2007; Chicharro-
Alcantara et al., 2018). Um estudo em cées avaliou a eficacia do PRP em feridas
cutaneas confeccionadas cirurgicamente, e foi constatado que as feridas tratadas com
PRP tiveram menor diametro, maior formacdo de granulacdo e angiogénese,
epitelizacdo mais rapida e maior deposicéo de colageno quando comparadas ao grupo
controle, sugerindo que o PRP possui efeitos benéficos na cicatrizacédo de feridas (Jee
et al., 2016). Dessa forma, o PRP est4 sendo usado atualmente em caninos com um
potencializador biolégico da cicatrizacéo de feridas (Carr, 2022).

De acordo com Carr, (2022), ainda ha debate sobre qual € a formulacéo ideal do
PRP, mas sabe-se que ele deve conter uma concentracdo plaquetaria minima para
contribuir para a proliferacdo, migracdo e atividades imunomoduladoras celulares.
Numerosos estudos indicaram que o PRP ideal deve conter um nimero de plaquetas
de 2 a 6 vezes em comparacdo com o hemograma basal, conforme a aplica¢éo clinica
(McLellan e Plevin, 2011; Hsu et al.,2013; Lansdown e Fortier, 2017).

Quando se refere a ativacdo ou ndo do PRP ainda persistem muitas davidas,
pois sdo descritas diversas formas de ativacdo exdgena, e os estudos ainda geram
resultados conflitantes (Carr, 2022). O argumento para a ativagdo exdégena € que o
PRP néo ativado pode liberar apenas uma fracdo dos fatores de crescimento contido
nas plaquetas (Textor et al., 2011). Os métodos utilizados incluem ativacéo térmica,
ativacdo com solucdo de trombina e com solucdo gluconato de calcio (Mariane e
Pusatelli, 2020). Devido a estas duvidas, nem todos os produtos comerciais de PRP
sdo ativados de maneira exdgena antes da administragdo no local desejado, pois
sabe-se que as plaguetas séo ativadas endogenamente quando colocadas em contato
com fibras de colageno ou outros fatores de coagulacao dentro da matriz extracelular
in situ (Fufa et al., 2008). Infelizmente, permanece o debate sobre se o PRP deve ou
nao ser ativado e, em caso afirmativo, qual agente de ativagéo € o melhor (Carr, 2022)

Atualmente séo relatadas abordagens terapéuticas inovadoras baseadas no uso
de plaquetas e seus derivados para o tratamento de varias doencas em céaes, como
condi¢cbes inflamatodrias (tendinite e osteoartrite) e na cicatrizacdo de feridas ou
reparacao tecidual (Cortese et al., 2020). Pesquisas como estas s&o de grande
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importancia, pois permitem a elaboracdo de novos compostos terapéuticos que
possam ser empregados em cirurgias que produzem grande trauma tecidual e em
pacientes com algum tipo de alteracdo nos mecanismos normais da cicatrizacao,
como pacientes oncoldgicos e geriatricos.

De acordo com Cortese et al. (2020) e Carr (2022), algumas questdes
importantes ainda permanecem sem resposta em relacéo as terapias com produtos
plaguetarios, incluindo a dosagem ideal, tempo e frequéncia de administracdo dos
derivados de plaquetas utilizados para varias condi¢cdes de tratamento. Assim,
objetivou-se avaliar a cicatrizacao tecidual, de forma macro e microscopica, em
cadelas que foram submetidas a mastectomias unilaterais totais, com o uso de PRP
ativado e ndo ativado, bem como se héa diferenca entre a ativacéo ou ndo do PRP na
resposta cicatricial.

2.1 HIPOTESES

O uso do PRP ativado (PRPa) ou ndo ativado (PRPn) promovera maior
qualidade na cicatrizacdo tecidual através da avaliagdo macro e microscopica,
reduzindo as complicacbes pos-operatorias, como ocorréncia de necrose tecidual,
hemorragia, formacdo de seroma e hematomas além de infec¢éo cirdrgica, quando
comparados ao grupo controle com solucéo fisiologica.

O uso do PRPn sera de mais facil aplicacdo sobre toda a extensdo da ferida
cirirgica quando comparado ao PRPa e tera resultados iguais ou superiores com
relacdo a cicatrizacao tecidual.

2.2 OBJETIVOS

Avaliar macroscopicamente a cicatrizacdo de feridas cirirgicas em cadelas e
determinar se ocorre redugdo, com o uso do PRPa e PRPn, das possiveis
complicagbes associadas ao trauma cirdrgico promovido pela mastectomia, como:
incidéncia de infecgao cirdrgica; ocorréncia de necrose tecidual; hemorragia; formacao
de seroma e hematomas.

Avaliar microscopicamente, através de biopsia incisional cinco e dez dias apés
0 procedimento cirargico, a resposta da cicatrizacéo de feridas cirirgicas em cadelas
submetidas a mastectomia unilateral total com o uso de PRPa e PRPn e determinar
se héa diferencga na resposta cicatricial microscopica, entre os tratamentos.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal (CEUA) do
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), sob o niumero 5039250417.

Foram utilizadas 24 cadelas, fémeas, sem raca definida, com peso médio de
12,3kg + 7,9 kg, (PRPn: 9,6kg ; PRPa: 14,9kg e C: 13,4kg) sem restricdo de idade
(idade média: 9,3 anos), ovariohisterectomizadas ou nado, provenientes da rotina
cirargica do Hospital de Clinica Veterinaria do CAV/UDESC, que apresentassem
neoplasias mamarias uni ou bilaterais, ndo ulceradas e sem evidéncias de metastase
pulmonar ou em o6rgdos abdominais, avaliadas através de radiografia toracica e
ultrassonografia abdominal, respectivamente. Foram usados como critérios de
exclusao do estudo, a presenca de doencas sistémicas, obesidade e prenhez.

Os nédulos foram avaliados, no momento do posicionamento cirdrgico, de
acordo com a localizacdo anatébmica, tamanho, ocorréncia de aderéncia, ulceracdo ou
necrose para definir qual a cadeia mamaria seria removida primeiro, quando havia
noédulos em ambas as cadeias. O nodulo maior da cadeia mamaria acometida foi
mensurado e, de acordo com o seu diametro, o estadiamento clinico foi realizado
baseado no sistema TNM conforme descrito por Cassali et al. (2020) (Figura 1). Os
nédulos foram mensurados com auxilio de paquimetro analégico e avaliagdo do
linfonodo sentinela foi realizada juntamente com a avaliacdo histolégica da cadeia
mamaria resseccionada. Os critérios que definiram a extensdo do procedimento
cirtrgico foram baseados no Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment
of Canine Mammary Tumors — 2014 e 2017. Todos os dados foram registrados para
posterior classificacdo TNM individual.

Figura 1 — Representagdo da tabela utilizada no estudo, para a Estadiamento Clinico
(TNM) das neoplasias mamarias em cadelas. (T: tumor / N: linfonodo sentinela / M:
metastase).

T - Tumor primario

T1 — <3 cm de didmetro maximo
T2 — 3- 5 cm de didmetro maximo
T3 —= 5 cm de didmetro maximo
T4 — Carcinoma inflamatdrio

N - Linfonodos regionais

N0 — Sem metastase (histologia ou citologia)

N1 — Metéstase presente (histologia ou citologia)
M - Metdstase distante

M0 —Nenhuma metistase distante detectada

M1 — Metistase a distdncia detectada

Fonte: Cassali et al., (2020) (tabela modificada pelo autor, 2024).

O procedimento cirargico de mastectomia unilateral total foi realizado conforme
a técnica descrita por Slatter (2007), sempre pelo mesmo cirurgido, obedecendo todas
as regras de antissepsia cirargica de rotina e os principios basicos da cirurgia geral e
oncologica. Quando definido pela avaliagdo clinica prévia, o linfonodo axilar era
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removido juntamente com a cadeia mamaria, ja o linfonodo inguinal sempre foi
removido por estar dentro da margem cirargica. No momento da realizacdo da
pesquisa, utilizou-se como base para remocao dos linfonodos sentinelas o Consenso
para o diagnostico, prognoéstico e tratamento de tumores mamarios caninos — 2013
(Cassali et al. 2014).

Os animais foram alocados aleatoriamente em 3 grupos com oito animais cada
(n=8), sendo denominado GC para o grupo controle, no qual era aplicado apenas
solucdo salina na ferida cirargica, o grupo PRPn, ou seja, com o uso do PRP nao
ativado e por fim o grupo PRPa, no qual aplicava-se a solu¢cdo de PRP ativada
previamente (gel). O estudo era cego e apenas a equipe cirurgica tinha conhecimento
do grupo ao qual a paciente pertencia.

As avaliagbes pos-operatOrias eram realizadas por avaliadores cegos ao
tratamento. A distribuicdo dos animais entre os grupos experimentais foi realizada de
forma aleatdria por meio de sorteio, um dos membros do estudo ficou responsavel por
preparar o PRP ou solucao placebo para o animal; ressaltando que este membro néao
fez parte das avaliacbes pos-operatorias. A administracdo dos farmacos, troca de
curativos e a avaliacdo pdOs-operatoria macro e microscopica da cicatrizacao foram
realizadas sempre pela mesma pessoa, hdo ciente quanto aos grupos experimentais
aos quais o animal pertenceu.

Para a confeccao do PRP (ativado ou ndo ativado) colheu-se sangue venoso da
veia jugular de cada paciente de maneira asséptica, logo apos a inducao anestésica,
este foi acondicionado em tubos estéreis contendo acido citrico, citrato de sodio e
dextrose (ACD) (BD Vacutainer®), com capacidade para 8,5 mL cada. Foram obtidos
aproximadamente 20 mL de sangue para 0s animais com peso de até 8 kg e 30 mL
para 0os animais que pesaram acima de 8kg. Em um eppendorf contendo EDTA foi
adicionado 1mL de sangue para a realizacdo da contagem plaquetéaria do paciente,
para posterior comparacao entre os valores basais e do PRP. Logo apdés a colheita do
sangue, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia Clinica da
mesma instituicdo para o preparo o PRP enquanto a paciente era preparada para a
mastectomia.

As amostras sanguineas foram homogeneizadas e centrifugadas em baixa
rotagdo (180g) por 10 minutos, apos a centrifugacdo realizou-se a separacdo da
porcao do plasma sobrenadante que continha as plaquetas. O plasma sobrenadante
dos tubos foi retirado e acondicionado em tubo conico estéril com capacidade para 15
mL. Na sequéncia, o tubo conico foi submetido a centrifugacdo a 760g por 10 minutos,
e apos esta, removeu-se 0 conteudo sobrenadante que constituiu o plasma pobre em
plaguetas (PPP), permanecendo no tubo cerca de 1,5 a 2mL do PRP.

Apbs a separacao e formacdo do PRP, uma aliquota de 20pL foi removida para
a contagem de plaquetas e confirmacdo da formagdo do PRP. A contagem de
plaguetas foi realizada por meio de contagem manual em hemocitdmetro (cAmara de
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Neubauer) apos a diluicdo da amostra de 1:100 em solucéo de oxalato de aménio 1%
e utilizando o fator de correcao de 2525. Foi considerada a formacao de PRP, quando
a contagem obtida foi igual ou superior a cinco vezes o niumero de plaquetas basal do
animal.

As amostras foram processadas imediatamente antes da sua utilizagao, os
materiais utilizados na manipulacdo das amostras eram esterilizados em autoclave e
as amostras pipetadas proximo a um bico de Bunsen. Apos a obten¢do do PRP, o seu
destino era definido conforme o grupo ao qual o animal pertencia, sendo que para o
grupo PRP néo ativado a amostra foi aplicada diretamente no local da incisao
cirdrgica. Para o grupo PRP ativado, na amostra de PRP obtida era acrescido solucéo
de gluconato de calcio 10%, na proporcao de 300uL de gluconato de célcio para cada
mL de PRP, formando uma massa de consisténcia gelatinosa (gel de PRP) (figura 2).

Figura 2 - Fluxograma utilizado para a confeccdo do PRP que demonstra todas as
fases do processamento do PRP desde a colheita de sangue venoso do paciente até
aplicacéo do produto final ativado ou ndo ativado sobre o leito da ferida cirurgica de
cadelas submetidas & mastectomia unilateral total.

Colheita sangue Eppendorf 1mL Centrifugacdo Separacgdo Tubo cénico
paciente sangue 180g por > plasma —> | estéril — 760g por
tubo 8,5mL ACD (contagem basal) 10 minutos sobrenadante 10 minutos
|
N\
PRP AcE0 oL NA
Remove PPP ( At(l(\;?gao ou ;ao N PRP gel N Aplicagdo leito
b dant contagem uconato de L ferida cirdrei
sobrenadante Dlaqueas) Calcio) ou PRP liquido erida cirdrgica

Fonte: elaborada pelo autor (2024)

Apods a resseccao cirdrgica da cadeia mamaria, a ferida cirargica foi lavada com
solucéo fisiologica estéril, realizaram-se a troca dos instrumentais e luvas cirirgicas,
em ato continuo, 0s animais pertencentes ao grupo PRP ativado (PRPa), receberam
antes da sintese tecidual, o gel de PRP ativado, sendo distribuido manualmente pelo
cirurgido, de forma uniforme ao longo de toda a ferida cirdrgica. Os animais do grupo
PRP n&o ativado (PRPn) receberam o PRP de forma liquida que era distribuido com
auxilio de uma seringa e agulha hipodérmica estéril sobre toda a extensao da ferida.
Para os animais do grupo controle (GC) foi administrado um volume de solugéo
fisiologica estéril proporcional ao volume obtido de PRP, e da mesma forma,
distribuido sobre a ferida cirtrgica (Figura 3 — A, B, C e D).
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Figura 3 — Imagens demonstrando as feridas cirirgicas ap0s a ressec¢ao completa
das cadeias mamarias que recebiam o tratamento. A Imagem A demonstra o momento
da aplicacdo do PRP néo ativado com auxilio de uma seringa de 1mL estéril sobre o
leito da ferida cirtrgica ap0s a resseccdo completa da cadeia maméaria. Da mesma
forma em B, aplicacdo da solucao fisiolégica no leito da ferida (GC), em C o circulo
destaca o gel de PRP formado apds a sua ativacdo, antes da distribuicdo sobre a
ferida cirdrgica e, em D observa-se os frascos com a solu¢cdo de PRP néo ativado
imediatamente apdOs o preparo, prontos para o uso.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

A sintese tecidual foi realizada em todos os grupos, com fio monofilamentar
inabsorvivel sintético (nailon) em padrao walking suture seguido de continuo simples
para a reducdo do espaco morto anatémico seguido da dermorrafia com o mesmo fio
em padréo isolado simples. O calibre dos fios era definido conforme o peso do animal.
Apds o término da cirurgia todas as pacientes receberam cefalexina na dose de
30mg/kg, BID por cinco dias, como analgesia tramadol 6mg/kg e dipirona 25mg/kg
ambos TID, durante cinco dias, além do anti-inflamatério meloxicam 0,2mg/kg SID no
primeiro dia, seguido de 0,1mg/kg por mais trés dias, todos pela via oral. Foram
mantidas bandagens compressivas sobre a ferida cirargica, durante os 3 primeiros
dias, e na sequéncia realizavam-se curativos uma vez ao dia até a completa
cicatrizacdo. Os animais permaneceram em repouso e internados no Hospital
Veterinario até o segundo dia do pés-operatorio, recebendo agua e alimentacéo ad
libitum. Solicitou-se aos tutores o retorno dos pacientes no 5° e 10° dia em jejum para
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realizar as biopsias sob anestesia geral, além da retirada dos pontos no décimo dia
de pdos-operatorio.

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo macroscoépica, por um avaliador
cego ao tratamento, da cicatrizacdo da ferida cirargica em 24, 48 e 72 horas, 5 e 10
dias apds a mastectomia conforme os critérios: exsudato; hematoma, edema; rubor;
dor; seroma, deiscéncia e hemorragia (Figura 4 e Anexo 1), onde eram registrados os
dados de cada paciente, data da cirurgia e avaliagbes pos-operatorias. As avaliacdes
para cada critério foram realizadas conforme o grau de intensidade, sendo atribuido:
0 para auséncia; 1 discreta presenca; 2 moderada presenca e 3 para intensa
presenca. Na figura 5, observam-se imagens para exemplificar alguns momentos das
avaliacfes macrosocopicas das feridas cirurgicas das cadelas do estudo.

Figura 4 — Esquema demonstrando os momentos e critérios utilizados para a
avaliacdo macroscoépica pos-operatéria da ferida cirdrgica das cadelas submetidas a
mastectomia unilateral total (H - horas).

Exsudato Exsudato Exsudato Exsudato Exsudato
Hematoma Hematoma Hematoma Hematoma Hematoma
Edema Edema Edema Edema Edema
Rubor Rubor Rubor Rubor Rubor

Dor Dor Dor Dor Dor

Seroma Seroma Seroma Seroma Seroma

Hemorragia Hemorragia Hemorragia Hemorragia Hemorragia

Fonte: elaborada pelo autor (2024)
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Figura 5 — Imagens fotograficas dos momentos das avaliagdes macroscoépicas das
feridas cirdrgicas de cadelas submetidas a mastectomia unilateral total. Na imagem
A, nota-se o aspecto da ferida cirargica as 24 horas, em B a ferida apos 48 horas e
em C apos 72 horas. Nas imagens D e E, observa-se o aspecto das feridas cirdrgicas
apos 5 e 10 dias de pés-operatdrio, respectivamente.

Fonte: arquivo pessoal(2024).

As avaliagbes histopatologicas das cadeias mamarias foram realizadas
conforme a rotina do Laborat6rio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Catarina (LABOPEVE) em Curitibanos - Santa Catarina, sempre pelo mesmo
técnico. As pecas cirargicas foram acondicionadas em frasco com formol 10%
tamponado para fixacdo e posteriormente encaminhadas ao laboratério. Multiplas
seccOes de aproximadamente 2mm de espessura do tumor e respectivas margens
laterais (cranial, caudal, lateral e medial) e profunda, foram selecionadas para
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processamento histologico, incluidos em blocos de parafina para posterior confecgéao
de laminas histolégicas com cortes de 3 a 4um, corados por de Hematoxilina e Eosina
(HE) e avaliados em microscopia Optica. A classificacdo tumoral e de malignidade
histolégica seguiram os principios estabelecidos por Cassali et al. (2017).

As avaliagcbes microscopicas, feitas por avaliadores cegos aos tratamentos,
foram realizadas no 5° e 10° dia apds a cirurgia através da coleta de uma biopsia
incisional em dois locais proximos a cicatriz cirargica (entre M1 e M2 e M4 e M5), com
0 auxilio de um Punch de 0,6mm de didmetro obedecendo as normas de antissepsia
cirurgica local (figura 6). A sintese do defeito cutaneo criado pelo Punch foi realizada
com fio inabsorvivel sintético monofilamentar (nailon) 3-0, através de pontos isolados
simples na pele. Para este procedimento o animal foi previamente anestesiado com
propofol dose efeito, bolus de fentanil na dose de 5 mcg/kg pela via IV, imediatamente
antes da incisdo cutanea, para o controle da dor.

Figura 6 - A Imagem A demonstra o momento da realizacéo da biépsia incisional com
auxilio de Punch no décimo dia de pds-operatorio. Em B, observa-se o defeito criado
apos a remocédo do fragmento de pele proximo a regido da cicatriz da ferida cirargica
de cadelas submetidas a mastectomia unilateral total.

A s g ‘
8 §

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Para andlise histolégica das bidpsias cutaneas o processo foi 0 mesmo citado
anteriormente. Neste caso, realizou-se a medida do diametro e da espessura do
fragmento e a descricdo do aspecto de superficie cutéanea, para posterior coloracéo
de tricromio de Masson conforme utilizada na rotina do LABOPAVE.

Nas avaliacfes histologicas das biopsias incisionais de 5 e 10 dias, foram
observadas as seguintes caracteristicas: intensidade de proliferacéo vascular; reacao
inflamatoria (presenca de células mono e polimorfonucleares); proliferacdo de
fibroblastos, colageinizacéo, reepitelizacdo, hemorragia e tipo de inflamacéo (figura
7). Os dados obtidos foram classificados de acordo com a intensidade que foram
encontrados e transformados em varidveis quantitativas mediante atribuicdo de indice
para o achado histopatoldgico, conforme preconizado por Garros et al. (2006) (anexos
2 e 3). A descricao feita por Garros et al. (2006) serviu como guia do avaliador para
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transformar e padronizar os dados encontrados nas laminas, em variaveis
guantitativas.

Figura 7 — Esquema demonstrando os momentos e critérios utilizados para a
avaliacdo microscopica pos-operatéria da ferida cirirgica das cadelas submetidas a
mastectomia unilateral total.

Intensidade de proliferacdo
vascular

Reacdo inflamatoria
Proliferagdo de fibroblastos
Colageinizacao
Reepitelizagdo

Hemorragia

Intensidade de proliferacdo
vascular

Reacdo inflamatoria

Prolifera¢do de fibroblastos

Colageinizagdo

Reepitelizagdo

Hemorragia

Tipo de inflamagao Tiae damiEmeess

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Para a realizacdo das avaliacdes, foram obtidas imagens fotogréficas de trés
campos diferentes da amostra, todas no mesmo aumento de 10x, utilizando-se um
microscopio éptico (Leica, modelo DM 500®) com uma camera fotografica acoplada
(Leica 1CC 50HD®), conectada a um computador através de um cabo USB comum.
A obtencao das imagens ocorreu através de um software especifico (Leica Application
Suite, versao 3.0.0, 2013®). Assim como na avaliacdo histoldgica, o avaliador era
cego aos tratamentos e periodos de evolucdo. Apos a obtencdo das imagens, estas
foram importadas para outro software (ImageJ 1.50i®), o qual foi utilizado para calibrar
os tons das cores dos quesitos a serem avaliados. Foi estabelecido como padréo o
azul para o tecido conjuntivo fibroso, ja que a coloracdo Tricrémio de Masson é
responsavel por evidenciar o colageno (Figura 8).
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Figura 8 — Fotomicrografia 6tica (10x) de amostras teciduais (biopsia incisional — 5° e
10° dia de pOs-operatorio, A e B respectivamente) de cadela submetida a mastectomia
unilateral total, corada com Tricrbmio de Masson para avaliacdo do colageno. A
coloracdo azul (*) demonstra a presenca de tecido conjuntivo fibroso.

Fonte: LABOPEVE/UFSC (2024).

Ao final da calibragem, o programa analisou a fungdo chamada "Macro", a qual
estabeleceu valores em pixels das areas averiguadas, criando uma tabela. Por sua
vez, o software de obtencdo das imagens estabeleceu o aumento de 10x como o
selecionado para as imagens desse estudo, uma vez que cada pixel equivalia a 0,64
microns e a area de cada imagem, equivale ao mesmo aumento de 2048 x 1536
microns.

Os dados da avaliacdo macroscopica da ferida cirargica foram tabulados e
analisados estatisticamente com o auxilio do Software SigmaPlot® 12.0. O teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado para analisar os dados classificados como nao
paramétricos e avaliou a diferenca entre grupos, seguido pelo teste de Dunnet, que
comparou a qualidade da resposta cicatricial entre os grupos. Para avaliacdo
estatistica entre momentos, utilizou-se o Teste t seguido de Mann-Whitney.

Para a andlise estatistica da avaliacdo microscopica da cicatrizacdo, utilizou-se
0 programa Stata® Statistical Software 15.0, através do Teste t para avaliacdo entre
grupos e entre momentos. Para ambos os testes, a diferenca significativa foi
considerada quando p<0,05.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo macroscopica da ferida cirdrgica, realizada nos momentos 24; 48;
72 horas; 5 e 10 dias de pds-operatorio, ndo foram encontradas diferengas estatisticas
entre os tratamentos nem entre 0s momentos (tabela 1). Foram encontradas, durante
o estudo, complicacBes pds-operatdrias em todos 0s grupos como: seroma, edema
de membros, hemorragia leve, dor a palpacdo, hematomas, rubor e calor com maior
ou menor intensidade, conforme Hedlund (2008) e Al-Asadi et.al. (2010) descreveram.
Nestes casos, pode-se observar que devido a ampla margem de variacéo de peso (6
e 30kg) entre as cadelas participantes do estudo, a ocorréncia de seroma foi
visualizada apenas naquelas com porte maior (acima de 15 kg), dessa forma, acredita-
se que se deva ao fato de o tutor ter maior dificuldade na manutencao da bandagem
compressiva e repouso nos primeiros dias de pdés-operatdrio, pois eram animais
domiciliados em ambiente externo da residéncia.

Entretanto, a ocorréncia de infeccao do sitio cirdrgico e deiscéncia de sutura nao
foram observadas em nenhuma paciente dentre as possiveis complicacbes. A
auséncia de infeccdo no pds-operatério provavelmente deve-se ao fato de as
pacientes receberem antibioticoterapia pés-operatdria com cefalexina durante 5 dias
além da manutencao dos principios de assepsia cirdrgica durante o procedimento de
mastectomia. Os gréficos 1, 2 e 3 demonstram a distribuicdo dos valores em
percentual da ocorréncia de cada parametro avaliado durante o estudo, divididos
conforme o grupo ao qual o animal pertencia e 0 momento de cada avaliagéo.
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Tabela 1 - Resultados das avaliacbes macroscopicas da ferida cirdrgica de cadelas
submetidas a mastectomia unilateral total, divididos em tipo de avaliacdo
macroscopica (exsudato; hematoma; edema; rubor; dor; seroma; deiscéncia e
hemorragia); momentos das avaliacbes (24; 48; 72 horas; 5 e 10 dias de pos-
operatorio) nos grupos (PRPa/PRPn e Controle).

Parametros PRPn PRPa Controle
Exsudato
24 h 0[0-0] 0[0-0,75] 0[0-0,75]
48 h 0[0-0] 0[0-0,75] 0J0-0]
72 h 0[0-0] 0[0-0,75] 0]0-1]
5 dias 0[0-0] 0[0-1] 0[0-0,75]
10 dias 0[0-0] 0[0-1] 0[0-0]
Hematoma
24 h 1[0,25-1] 1[1-1] 1[1-1]
48 h 0[0-1] 1[1-1] 1[1-1,75]
72 h 0[0-0,75] 10,25 -1] 0,5[0-1,75]
5 dias 0[0-0,75] 0 [0 -0] 0[0-0]
10 dias 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
Edema
24 h 0[0-0] 0[0-0,75] 0[0-1]
48 h 0[0-0] 0[0-1] 0[0-1]
72 h 0[0-0,75] 0[0-0,75] 0]0-1]
5 dias 0[0-0,75] 0[0-0] 0[0-0]
10 dias 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
Rubor
24 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
48 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
72 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
5 dias 0[0-0,75] 0[0-0] 0[0-0]
10 dias 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
Dor
24 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
48 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
72 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
5 dias 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
10 dias 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
Seroma
24 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
48 h 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
72 h 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
5 dias 0[0-0] 0[0-0,75] 0[0-0,75]
10 dias 010 -0] 0 [0 -0] 00 -0]
Deiscéncia
24 h 010 -0] 0 [0 -0] 00 -0]
48 h 010 -0] 0 [0 -0] 00 -0]
72 h 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
5 dias 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]
10 dias 0[0-0] 0 [0 -0] 0[0-0]

continua
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Hemorragia
24 h 1[0,25-1] 1[0,25-1] 1[0,25-1,75]
48 h 0[0-0] 0[0-0] 0[0 -0]
72 h 0[0-0] 01[0-0] 0[0-0]
5 dias 01[0-0] 01[0-0] 0[0-0]
10 dias 01[0-0] 01[0-0] 0[0-0]
Fonte: Elaborada pelo autor. [Valores de mediana, primeiro e terceiro quartil]

Mesmo ndo havendo diferenca significativa nos parametros avaliados na
macroscopia, é possivel observar na comparagcao entre os graficos, que a resposta
cicatricial entre os grupos evoluiu de forma similar ao longo do periodo avaliado. Nota-
se na primeira fase da cicatrizacao (fase inflamatoria - 24h) um comportamento mais
intenso principalmente dentro dos grupos Controle e PRPa nos parametros exsudato,
hematoma, edema e hemorragia. A presenca de edema também foi observada nos
primeiros dias, em um estudo realizado por Pazzini et al. (2016), com uso de PRPa e
solucéo fisiologica em feridas de coelhos. Cotran et al. (1994) descrevem que é
esperada a presenca mais intensa de sinais de inflamacao no inicio do processo de
reparacao tecidual, reduzindo gradualmente ao final da cicatrizacao.

Grafico 1 — Distribuicdo percentual da ocorréncia dos critérios avaliados durante a
avaliacdo macroscopica da ferida cirtrgica de cadelas submetidas a mastectomia
unilateral total (exsudato; hematoma; edema; rubor; dor; seroma; deiscéncia e
hemorragia); momentos das avaliacbes (24; 48; 72 horas; 5 e 10 dias de poés-
operatoério) no grupo PRP nao ativado.

Grupo PRPn

100
90
80
70
60
50
40
30

. Il L Ili 1

1
Exudato Hematoma Edema Rubor Seroma Deiscéncia Hemorragia

%

o O

Critérios avaliados

H24h H48h H72h H5d H10d

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
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Gréafico 2 — Distribuicdo percentual da ocorréncia dos critérios avaliados durante a
avaliacdo macroscopica da ferida cirurgica de cadelas submetidas a mastectomia
unilateral total (exsudato; hematoma; edema; rubor; dor; seroma; deiscéncia e
hemorragia); momentos das avaliacbes (24; 48; 72 horas; 5 e 10 dias de pos-
operatorio) no grupo PRP ativado.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Gréafico 3 — Distribuicdo percentual da ocorréncia dos critérios avaliados durante a
avaliacdo macroscopica da ferida cirtrgica de cadelas submetidas a mastectomia
unilateral total (exsudato; hematoma; edema; rubor; dor; seroma; deiscéncia e
hemorragia); momentos das avaliagbes (24; 48; 72 horas; 5 e 10 dias de poés-
operatorio) no grupo Controle.
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Na avaliacdo microscopica da cicatrizacdo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os tratamentos apenas em dois critérios de avaliacdo, reacdo
inflamatoria e reepitelizacdo. Houve diferenca estatistica na reacdo inflamatoria
apenas no 5° dia de avaliacdo entre o grupo PRPa e PRPn, onde o grupo PRPa
apresentou reacao inflamatoria mais intensa. Com relacao ao critério reepitelizacao,
observou-se diferenca estatistica também no 5° dia de avaliacdo pds-operatoria onde
0 grupo PRPn demonstrou melhor epitelizacdo quando comparado ao grupo Controle,
no 10° dia ambos os grupos PRPa e PRPn apresentaram diferenca significativa
em comparagao ao Controle (GC) (Tabela 2).

As diferencas estatisticas entre os momentos 5° e 10° dia, dentro do mesmo
grupo foram observadas apenas nos critérios de avaliacdo hemorragia e
reepitelizacdo para o grupo controle e somente na reepitelizacdo no grupo PRPa. No
grupo Controle, houve maior hemorragia no 5° dia quando comparado ao 10° dia de
poOs-operatorio, com o critério de reepitelizacdo, houve diferenca significativa no 10°
dia em comparacédo ao 5° dia. Da mesma forma, no grupo PRPa a diferenca estatistica
encontrada foi no critério reepitelizacdo, onde houve maior epitelizagcdo no 10° dia,
quando comparado ao 5° dia de pos-operatério (Tabela 2).

Dessa forma, pbéde-se evidenciar que ambos 0s grupos que utilizaram o PRP,
apresentaram valores maiores no quesito reepitelizacao sugerindo que o uso do PRP
(ativado ou nao ativado) contribuiu de forma mais eficaz para a cicatrizacao tecidual
guando comparado ao grupo controle. Estes dados corroboram com os encontrados
por Pazzini et al. (2016) que descrevem o uso do PRP em cirurgia reconstrutiva em
coelhos demostrou resultados superiores favorecendo a cicatrizacao e a integracao
do flape no leito receptor.
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Tabela 2 — Resultados das avaliacbes microscopicas da ferida cirirgica de cadelas
submetidas a mastectomia unilateral total, divididos em tipo de avaliacdo microscopica
(proliferacdo  vascular; reacdo inflamatoria; proliferacdo de fibroblastos;
colageinizacdo; hemorragia e reepitelizacdo); momentos das avaliacdes (5 e 10 dias
de pds-operatorio) nos grupos (PRPa/PRPn e Controle).

Tipo avaliagéo Momentos PRPa PRPNn Controle
Proliferacéo vascular 5 dias 1[1-1,75] 1[1-2] 1[1-1,75]
10 dias 1[1-2] 1[1-2] 1[1-2]
Reacdo inflamatéria 5 dias la[l-2] 1b [0 -1] 1[1-2]
10 dias 1[0,25 - 1,75] 1[0 -1] 1[0-2]
Proliferacéo de )
fibroblastos 5 dias 2[1-2] 2[1-2] 15[1-2]
10 dias 1[1-2] 2[1-2] 1,5[1-2]
Colagenizagéo 5 dias 1[1-1,75] 1[1-2] 1[1-2]
10 dias 1[1-2] 2[1-2] 2[1-2]
Hemorragia 5 dias 1[1-1,75] 0[0-1,75] 1A[1-2]
10 dias 1[0,25 - 1] 1[0,25 - 1] 1A [0 - 1]
Reepitelizacdo 5 dias 2,5A[2-3] 3a[3-3] 2b A[1,25-3]
10 dias 3Aa[3-3] 3a[3-3] 3 Ab[2,25-3]
Fonte: Elaborada pelo autor (2024). [Valores de mediana, primeiro e terceiro quartil]

Letras minUsculas diferentes na mesma linha significam diferencga entre grupos (Kruskal-Walis seguido
de Dunnet). Letras mailsculas iguais na mesma coluna significam diferenca entre momentos dentro do
mesmo grupo (teste t seguido de Mann-Whitney).

No presente estudo houve uma resposta inflamatoria maior no grupo PRPa no
5° dia de pds-operatério quando comparado ao PRPn. Este fato pode sugerir que
ocorreu uma maior intensidade da fase inflamatéria, onde o0s macrofagos
normalmente exibem a transicdo de fendtipos pré-inflamatorios pré-cicatrizantes.
Quando ha produtos bacterianos (lipopolissacarideo) e citocinas pré-inflamatorias
(interferon) ocorre inducdo do fendtipo proé-inflamatério associado a altos niveis de
citocinas inflamatdrias e espécimes de oxigénio reativo. Ao invés disto, a ativagédo
alternativa pode ocorrer por meio de outras citocinas e esta associada a sintese de
fatores de cicatrizacdo (TGF- B; PDGF; VEGF) (Krysko et al., 2006) que promovem
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diretamente a cicatrizacdo, contribuindo para a proliferacdo celular, angiogénese e
deposicdo de colageno (Andia et al., 2012). Outro fator que poderia justificar a
resposta inflamatdria mais intensa no PRPa, é a presenca do agente ativador das
plaguetas (gluconato de célcio 10%) atuando neste caso, como agente agressor e
potencializador/indutor dos fenétipos pro-inflamatorios, este fato € uma suposicéo do
autor, ja que nao foi encontrado dados na literatura para comprovar tal influéncia.

De acordo Silva et al. (2010) para avaliar a formacao de fibras colagenas, a
coloracdo recomendada para uso no tecido conjuntivo é o tricromio de Masson. A
formacdo do tecido de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na
formacédo da matriz. O fibroblasto ndo é apenas produtor de coldgeno, ele produz
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiolégico. Dessa forma, como parte da avaliagéo
microscopica da ferida cirargica, foi realizada a colora¢cdo com o Tricromio de Masson,
para avaliacdo morfométrica da densidade de colageno na ferida cirtrgica no 5° e 10°
de poés-operatério. Para este critério, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
em nenhuma das comparacdes, entre grupos, entre momentos ou mesmo entre 0s
locais de coleta.

Um fato que pode ter contribuido para esse resultado é que de acordo com Andia
et al. (2012) e Hosgood, (2013), o maior percentual de tecido conectivo na ferida
ocorre entre 7 e 21 dias ap0s a lesao, com a producéo de colageno atingindo o pico
no 21° dia, como as amostras coradas com tricromio de Masson foram coletadas no
5° e 10° dias ap0s a cirurgia, acredita-se que nédo foi possivel avaliar o pico de
producédo de colageno pela ferida em questéo.

Para que o PRP produzido, neste estudo, fosse liberado para aplicacao na ferida
cirargica, a concentracdo plaquetaria final deveria aumentar ao menos 5 vezes o0s
valores basais (dados nao registrados). Esse controle era realizado pela equipe do
Laboratério de Patologia responsavel pelo preparo desde a centrifugacdo até a
ativacdo quando fosse necessaria. Ao longo dos anos, varias metodologias foram
desenvolvidas para produzir PRP com varias caracteristicas. Normalmente, uma
amostra de sangue total variando de 5 a 60 mL é coletada do paciente em uma seringa
preparada com o anticoagulante de escolha (Carr, 2022). Em nosso estudo, a
metodologia utilizada para a confeccao e ativacdo do PRP foi baseada no estudo de
(Vendrusculo et al., 2012).

Atualmente existem comercialmente varios produtos a base de PRP que ja vém
sendo avaliados quanto as suas caracteristicas de concentracdo de agentes ativos,
mas ainda, de acordo com Carr (2022), ndo ha consenso sobre a concentracéo ideal
e indicacdes, sendo necessario mais estudos para elucidar ndo apenas as indicacoes
para a terapia com PRP, mas também as concentra¢fes adequadas.

Quando se refere a ativacdo ou ndo do PRP ainda persistem muitas duvidas,
pois sdo descritas diversas formas de ativacdo exdgena, e os estudos ainda geram
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resultados conflitantes (Carr, 2022). O argumento para a ativacdo exdgena € que 0
PRN néo ativado pode liberar apenas uma fracédo dos fatores de crescimento contido
nas plaguetas (Textor et al., 2011). Foi demonstrado que a concentracéo dos fatores
de crescimento no PRP pode ser afetada tanto pela sua composicdo como pelo
método de ativacdo (Lana et al., 2017) e os métodos utilizados incluem ativagcéo
térmica, ativacdo com solugdo de trombina e ativagdo com solucao de calcio (Mariane
e Pusatelli, 2020). Uma recente revisdo sobre os métodos de preparo do PRP em
humanos, sugeriu que a ativagdo com gluconato de calcio 10% foi associada a um
maior percentual de inducéo da proliferacdo de osteoblastos e fibroblastos, mas néao
contribuiu para aumentar as concentracées de plaquetas ou fatores de crescimento
(Pachito et al., 2020).

Durante a realizacdo deste estudo, pode-se observar que o uso do PRPn
(liquido), quando comparado ao PRPa (gel), apresentou maior praticidade tanto na
preparacao quanto na aplicacéo sobre o leito da ferida. A preparacéo do PRPn tornou-
se mais pratica, pois a partir do momento em que separacdo dos componentes
sanguineos eram feitas, o produto j& estava disponivel para o uso, ja ho caso do
PRPa, ainda havia a necessidade da execucdo de mais uma etapa - adicdo do
gluconato de célcio - aguardar a geleificacdo para s6 entdo aplicar sobre o leito da
ferida. O PRPn permitiu a distribuicdo de maneira mais pratica e uniforme devido a
grande extensao da ferida em mastectomias. Estas observacdes corroboram com o
estudo realizado por Vendramin et al. (2010) onde o uso do PRP em gel e liquido (sem
ativacdo prévia) foi comparado em enxertos cutaneos de coelhos. De acordo com
estes mesmos autores, 0 uso do PRP liquido sobre a ferida permite uma distribuicdo
mais uniforme e, mesmo sem a adi¢do de trombina para a ativacédo prévia, o PRP é
capaz de ser ativado diretamente no local onde € injetado, devido as caracteristicas
da prépria ferida, causadas pelo trauma cirdrgico, por exemplo.

Andia et al. (2012) descrevem que muitas inconsisténcias sdo encontradas nos
relatos clinicos descritos na literatura, inclusive nos casos em que se utiliza 0 mesmo
composto de PRP e protocolo de aplicacéo. Estes autores acreditam que isso se deva
as diferencas do doador na composi¢cao do PRP e/ou nas condi¢Bes do tecido do
hospedeiro.

Dessa forma, com os dados encontrados neste estudo, pode-se sugerir que 0s
grupos PRP néo ativado e ativado apresentaram resposta cicatricial superior no
quesito reepitelizacdo quando comparados ao grupo controle, fato que corrobora com
0 descrito por Carr, (2022) onde o PRP pode ser utilizado como um potencializador
da cicatrizagdo em caninos. Ndo foram encontradas evidéncias que diferem
grandemente entre os grupos que utilizaram o PRP ativado ou ndo, mas quando se
refere a aplicabilidade de ambos os grupos, o PRPn demostrou-se de mais facil, rapida
aplicagdo e distribuicio em grandes feridas, como é o caso de mastectomias
unilaterais totais em cadelas.
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2.5 LIMITACOES ESTUDO

A ndo comprovacdo de diferenca estatistica entre grupos, na avaliacdo
macroscopica da ferida cirdrgica, pode ser atribuida ao tamanho dos grupos
amostrados.

Ainda, nas avaliacGes microscopicas, a coleta das amostras teciduais no 10° dia
de pds-operatorio ndo permitiu a quantificacdo do pico da producéo de colageno na
ferida cirdrgica.

2.6 CONCLUSOES

O uso do PRP ativado e néo ativado apresentaram resposta cicatricial superior
no quesito reepitelizacdo tecidual através da avaliagdo microscopica da ferida
cirdrgica em cadelas submetidas a mastectomia unilateral total, quando comparados
ao grupo controle.

A resposta cicatricial em ambos 0s grupos que utilizaram o PRP foi muito
semelhante. Contudo, observou-se maior facilidade durante a aplicagcdo bem como a
distribuicdo do PRP né&o ativado no leito das feridas cirirgicas quando comparado a
aplicacao do PRP ativado.
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3. CAPITULO Il - CARACTERIZACAO DE NEOPLASIAS MAMARIAS EM
CADELAS SUBMETIDAS A MASTECTOMIA UNILATERAL TOTAL

RESUMO

As neoplasias mamarias sdo cada vez mais frequentes na rotina de pequenos
animais, principalmente em cadelas ndo castradas e de idade avancada, com
prognoéstico desfavoravel devido a alta incidéncia de malignidade. Assim, torna-se
importante conhecer a epidemiologia e os aspectos clinico patolégicos destas
neoplasias, com intuito de prevenir ocorréncia e evitar complicacdes. Este estudo
coletou dados para avaliar os fatores epidemiolégicos: idade, raca, ocorréncia de
castracdo e momento que foi realizada (antes ou depois do primeiro cio), uso de
progestagenos, bem como fatores clinicos-patolégicos como, estadiamento através
do sistema TNM, tempo de evoluc¢éo, localizacao e tipo tumoral e recidiva tumoral pés-
cirdrgica apos seis meses, em 25 cadelas diagnosticadas com neoplasia mamaria e
encaminhadas a cirurgia de mastectomia unilateral total no Hospital de Clinicas
Veterinarias do CAV/UDESC em Lages-SC, que fizeram parte de um projeto paralelo
de avaliacéo da cicatrizacdo tecidual. Os dados foram obtidos através da anamnese
com os tutores, bem como exame clinicos e fisicos de rotina com énfase na avaliacéo
da cadeia maméria para presenca de nodulacfes além da avaliacdo dos linfonodos
sentinelas. Foram realizados ainda, exames de imagem (RX toracico e US abdominal)
a fim de descartar metastases a distancia. A idade média das cadelas com neoplasias
mamarias neste estudo foi de 9,2 anos e variou entre 4 e 13 anos. A incidéncia de
neoplasia mamaria, divididas por faixa etaria, foi de 64% das pacientes com menos
de 10 anos e 36% nas cadelas com idade acima de 10 anos. As racas mais
observadas foram: SRD com 15/25 do total das cadelas, representando 60%, 3
poodles; 2 Pastoras Alemas; 1 Rotweiler; 1 PittBull; 1 Pinscher; 1 Daschund e 1
Cocker Spainel. No momento do diagnéstico das neoplasias, 76% das pacientes nao
eram castradas e a taxa de administracao de progestagenos foi de 56%, sendo que
12% dos tutores ndo souberam informar se houve ou ndo a administracdo de
hormdénios. Foram caracterizadas no estadiamento | - 4/25 (16%) das cadelas, no
estadiamento Il — 8/25 (32%), no estadiamento Il — 6/25 (24%) e no estadiamento IV
— 7/25 (28%), nenhuma cadela foi classificada no estagio V, pois 0s animais que
apresentavam metastases a distancia, ndo participaram do estudo base. Foram
identificados um total de 88 nédulos através da avaliag&o histologica, destes, 80 eram
tumores de origem epitelial (91%), 5 de origem mesenquimal (5,7%) e 3 foram
classificados como hiperplasia mamaria. A distribuicdo das massas entre as glandulas
foi de 26% em M3, 23% em M4, 22% em M5, 21% em M2 e apenas 9% em M1. A
taxa de malignidade tumoral chegou a 96% de todos os tumores diagnosticados neste
estudo e o carcinoma em tumor misto representou mais da metade deles. Os
resultados obtidos neste levantamento reforcam a importancia da conscientiza¢do dos
tutores de nossa regido, sobre a prevencdo das neoplasias mamarias em cadelas,
visto a alta taxa de malignidade observada e casos avancados da doenca.
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Palavras — chave: epidemiologia, casuistica, malignidade tumoral, tumores
mamarios, TNM.
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CHARACTERIZATION OF MAMMARY NEOPLASMS IN BITCHES
UNDERGOING TOTAL UNILATERAL MASTECTOMY

ABSTRACT

Mammary neoplasms are increasingly common in the routine of small animals,
especially in unneutered and older female dogs, with an unfavorable prognosis due to
the high incidence of malignancy. Therefore, it is important to know the epidemiology
and clinical-pathological aspects of these neoplasms, in order to prevent their
occurrence and avoid complications. This study collected data to evaluate
epidemiological factors: age, breed, occurrence of castration and time it was performed
(before or after the first heat), use of progestins, as well as clinicopathological factors
such as staging using the TNM system, time evolution, location and type of tumor and
post-surgical tumor recurrence after six months, in 25 dogs diagnosed with mammary
neoplasia and referred to total unilateral mastectomy surgery at the Hospital de
Clinicas Veterinarias do CAV/UDESC in Lages-SC, which were part of a parallel
project to evaluate tissue healing. The data were obtained through anamnesis with the
owners, as well as routine clinical and physical examinations with an emphasis on the
evaluation of the mammary chain for the presence of nodulations in addition to the
evaluation of the sentinel lymph nodes. Imaging tests (chest X-ray and abdominal US)
were also performed to rule out distant metastases. The average age of dogs with
mammary neoplasms in this study was 9.2 years and ranged between 4 and 13 years.
The incidence of mammary neoplasia, divided by age group, was 64% of patients
under 10 years old and 36% in bitches over 10 years old. The most observed breeds
were: SRD with 15/25 of the total bitches, representing 60%, 3 poodles; 2 German
Shepherds; 1 Rotweiler; 1 PittBull; 1 Pinscher; 1 Daschund and 1 Cocker Spainel. At
the time of diagnosis of neoplasms, 76% of patients were not castrated and the rate of
progestin administration was 56%, with 12% of owners unable to inform whether or not
hormones were administered. They were characterized in stage | - 4/25 (16%) of the
bitches, in stage Il — 8/25 (32%), in stage Ill — 6/25 (24%) and in stage IV — 7/25 (28%
), no bitch was classified as stage V, as the animals that presented distant metastases
did not participate in the base study. A total of 88 nodules were identified through
histological evaluation, of which 80 were tumors of epithelial origin (91%), 5 of
mesenchymal origin (5.7%) and 3 were classified as breast hyperplasia. The
distribution of masses between the glands was 26% in M3, 23% in M4, 22% in M5,
21% in M2 and only 9% in M1. The tumor malignancy rate reached 96% of all tumors
diagnosed in this study and mixed tumor carcinoma represented more than half of
them. The results obtained in this survey reinforce the importance of raising awareness
among owners in our region about the prevention of mammary neoplasms in bitches,
given the high rate of malignancy observed and advanced cases of the disease.

Keywords: breast tumors, case, epidemiology, TNM, tumor malignancy.
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INTRODUCAO

As neoplasias mamarias vém sendo cada vez mais estudadas devido a alta
prevaléncia na medicina veterinaria, principalmente em cadelas, associado a isto, a
preocupacao dos tutores com a salde e bem-estar dos animais tem se demostrado
maior nos ultimos anos, em consonancia ao aumento do niumero de animais de
companhia nas familias.

Os tumores mamarios sao patologias comuns em cadelas (Chagas et al., 2020)
e representam a segunda neoplasia mais frequentemente diagnosticada, sendo
apenas excedida pelas neoplasias da pele (Lemos et al., 2016), apresenta grande
incidéncia em fémeas, geriatricas (Cunha et al., 2022) com idade entre 7 e 12 anos,
nado castradas ou castradas apés varios ciclos estrais, podendo acometer diferentes
racas (Lana, 2007). Entre as causas que contribuem para o desenvolvimento tumoral
sdo citados fatores hormonais como o estrégeno, a progesterona e o horménio do
crescimento que podem influenciar na carcinogénese mamaria (De Nardi et al., 2009,
Apparicio e Vicente, 2015) além da dieta, obesidade (Sorenmo et al., 2013),
pseudociese e uso de contraceptivos hormonais.

Os tumores mamarios merecem atencao principalmente devido a alta ocorréncia
bem como o risco oferecido a salude animal, tendo em vista que estas neoplasias em
grande parte se destacam pelo seu carater letal, resultando em um comprometimento
fisico, social e emocional (Cunha et al., 2022).

E de fundamental importancia a determinacdo do estadiamento clinico de cada
paciente através de exames de imagem como radiografias toracicas, por exemplo,
com intuito de avaliar a presenca de metastases distantes (Nunes et al., 2018).
Sorenmo et al. (2013) acrescentam gque para a pesquisa de metastases também deve-
se levar em consideracao os sinais clinicos do animal. Além disso, a avaliacdo dos
linfonodos regionais deve ser feita de forma rigorosa e é definitiva para confirmar o
diagnéstico de metéastases. O tamanho tumoral e a ocorréncia de metastases
proximas ou a distancia sao fatores prognaosticos e influenciam no tempo de sobrevida
de cadelas com neoplasia mamaria (Nunes et al. 2018).

Embora a o estadiamento clinico seja considerado uma ferramenta importante
para definir o prognostico do animal, ele ndo deve ser avaliado individualmente. As
caracteristicas histolégicas dos tumores sédo importantes principalmente para tumores

em estagios iniciais de desenvolvimento. A avaliagdo histopatoldégica é sempre
recomendada e crucial para todos as situagdes (Cassali et al., 2020).

A frequéncia de tumores mamarios benignos e malignos em cadelas varia
consideravelmente (Valdivia et al., 2021) principalmente devido a existéncia de
diferentes métodos de classificagdo tumoral e & auséncia de critérios uniformes para
diferenciar os tipos de tumor, e devido a esta falta de padronizacéo foi realizado no

Brasil um consenso para o diagndstico, tratamento e progndstico das neoplasias
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caninas e felinas (Cassali et al., 2014 e 2018). O prognéstico depende de diversos
fatores, como o estadiamento tumoral, tipo histolégico, comportamento clinico do
tumor e condicao clinica do paciente (Alves et al., 2018).

A excisdo cirurgica das neoplasias mamarias, ainda sdo descritas como 0
tratamento de escolha para a maioria dos cées (Cassali, et al., 2020). Este
procedimento é capaz de promover a cura de animais que ainda ndo possuem
metastases em linfonodos ou em outros 6rgaos (Horta et al., 2014) e nos casos em
que ja h4 comprometimento metastatico foi evidenciado que a cirurgia ndo aumenta a
expectativa de vida, mas pode promover maior qualidade de vida nos pacientes que
apresentam dor ou ulceragdes tumorais (Cassali, et al., 2020).

Considerando a alta incidéncia e malignidade dessas neoplasias, associadas
aos poucos recursos terapéuticos disponiveis para a maioria dos pacientes, justifica-
se a compilacao de dados a fim de contribuir com a investigacéo de dados clinicos e
patoldgicos regionais e agregar informacgdes a outros estudos epidemiolégicos sobre
esta patologia que € cada vez mais frequente na medicina veterinaria.

Este estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas clinico-patoldgicas
encontradas em cadelas com diagnostico de neoplasias mamarias, que foram
submetidas a mastectomia unilateral total, no Hospital de Clinicas Veterinarias do
CAV/UDESC em Lages-SC.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo observacional e descritivo, teve como objetivo determinar os fatores
epidemioldgicos e clinico patologicos, em cadelas com diagndstico de neoplasia
mamaria que foram submetidas a tratamento cirdrgico de mastectomia unilateral total,
gue estavam vinculadas a um projeto de pesquisa o qual utilizou PRP (plasma rico em
plaguetas) no leito da ferida cirdrgica, com intuito avaliar parametros de cicatrizacdo
tecidual. O estudo base foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal (CEUA)
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), sob o niumero 5039250417.

Foram avaliadas 25 cadelas, pesando entre 6 e 40 kg (13,7kg + 9,4kg), sem
restricdo de idade, ovariohisterectomizadas ou ndo, com neoplasias mamarias uni ou
bilaterais, as quais tivessem como indicacdo de tratamento a mastectomia uni ou
bilateral total. Foram usados como critérios de exclusdo para o estudo, a presenca de
doencas sistémicas, sinais de metastase a distancia, obesidade e prenhez. Todos os
animais eram provenientes da rotina clinico cirargica do Hospital de Clinicas
Veterinarias do CAV/UDESC de Lages em Santa Catarina.

Os fatores epidemiolégicos avaliados foram: idade, raca, ocorréncia de
castracdo e momento que foi realizada (antes ou depois do primeiro cio), uso de
progestagenos, bem como fatores clinicos-patolégicos como, estadiamento através
do sistema TNM (Tumor, Nodes and Metastasis), tempo de evolucédo (relacé&o
evolucao / estadiamento), localizacdo, tipo tumoral e recidiva tumoral pds-cirargica
apos seis meses.

Os dados foram obtidos durante a anamnese que era respondida pelo tutor e
entdo, tabulados em fichas individuais para posterior analise (Anexo 4). Todos 0s
animais passaram por avaliacdo clinica e exame fisico geral e especifico para
avaliacdo da presenca massas em cadeia mamaria através de observacao e palpacao
do tumor (consisténcia, aderéncia, tamanho e localizacdo) e linfonodos sentinelas
(axilares e inguinais). Na sequéncia, eram realizados exame de imagem, para
descartar presenca de metastases (radiografia de torax e ultrassonografia abdominal).

Os nodulos foram avaliados e mensurados novamente no momento do
posicionamento cirdrgico, de acordo com a localizacdo anatbmica, tamanho,
ocorréncia de aderéncia, ulceragdo ou necrose para definir qual cadeia mamaria seria
removida primeiro, nas situacdes em que haviam nédulos em ambas as cadeias. O
nodulo maior da cadeia mamaria acometida foi mensurado para determinar, de acordo
com o seu tamanho, o estadiamento clinico baseado no sistema TNM conforme
descrito por Cassali et al. (2017) (Figura 9). Para mensuracao utilizou-se um
paquimetro analégico e avaliacao do linfonodo sentinela foi realizada juntamente com
a avaliacéo histologica da cadeia mamaria resseccionada. Os critérios que definiram
a extensdo do procedimento cirdrgico foram baseados no Consensus for the
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Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors — 2013 e 2017 de
Cassali et al. (2017). Todos os dados foram registrados para posterior classificagao
TNM individual.

Figura 1 — Sistema de Estadiamento Clinico (TNM) das neoplasias mamarias em
cadelas. (T: tumor / N: linfonodo sentinela / M: metastase) utilizado no estudo.

T - Primary Tumeor

T: < 3 cm maximum diameter

T 3-5 cm maximum diameter

T = 5 cm maximum diameter

N - Regional lvmph nodes

No No metastasis (histology or cytology)
M IMetastasis present (histology or cytology)
M - Distant metastasis

Iy Mo distant metastasis detected

vy Distant metastasis detected

Stages

I T1 Mo Mo

II TaNp My

IT1 T Ng My

IV Any T N1 M,

Vv Any T Any N M)

Fonte: Cassali et al., (2020).

O procedimento cirdrgico de mastectomia unilateral total (Figura 10) foi realizado
conforme a técnica descrita por Slatter (2007), sempre pelo mesmo cirurgido,
obedecendo todas as regras de antissepsia cirdrgica de rotina e os principios basicos
da cirurgia geral e oncoldgica. Quando definido pela avaliacdo clinica prévia, o
linfonodo axilar era removido juntamente com a cadeia mamaria, jA o linfonodo
inguinal sempre foi removido por estar dentro da margem cirurgica.

A sintese tecidual foi realizada da mesma forma, em todos os grupos, com fio
monofilamentar inabsorvivel sintético (nailon) em padrdo walking suture seguido de
continuo simples para a reducéo do espaco morto anatdbmico seguido da dermorrafia
com o mesmo fio em padréo isolado simples. O calibre dos fios era definido conforme
o peso do animal. Apds o término da cirurgia todas as pacientes receberam cefalexina
na dose de 30mg/kg, BID por cinco dias, analgesia com tramadol 6mg/kg e dipirona
25mg/kg ambos TID, durante cinco dias, além do anti-inflamatério meloxicam
0,2mg/kg SID no primeiro dia, seguido de 0,1mg/kg SID por mais trés dias, todos pela
via oral. Foram mantidas bandagens compressivas sobre a ferida cirargica, durante
os 3 primeiros dias e, na sequéncia realizavam-se curativos uma vez ao dia até a
completa cicatrizacdo. Os animais permaneceram em repouso e internados no
Hospital Veterinario até o segundo dia do pos-operatério, recebendo agua e
alimentacgao ad libitum.
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Figura 2 — Imagens fotograficas do procedimento cirdrgico de mastectomia unilateral
total direita realizado em uma cadela do estudo. Em A, observa-se a preparacao do
campo operatorio apos a colocacao dos panos cirurgicos. Em B, visualiza-se a ferida
cirdrgica, apos a remocao da cadeia mamaria direita e, em C, observa-se 0 aspecto
final da cirurgia ap0ds a sintese tecidual.

o

i

Fonte: Arquivo pessoal(2024).

As avaliagcbes histopatolégicas das cadeias maméarias foram realizadas
conforme a rotina do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Catarina (LABOPEVE) em Curitibanos - Santa Catarina, sempre pelo mesmo
técnico. As pecas cirargicas foram acondicionadas em frasco com formol 10%
tamponado para fixagcdo e posteriormente encaminhadas ao laboratério. Multiplas
seccgOes de aproximadamente 2mm de espessura do tumor e respectivas margens
laterais (cranial, caudal, lateral e medial) e profunda, foram selecionadas para
processamento histologico, incluidos em blocos de parafina para posterior confecgéo
de laminas histolégicas com cortes de 3 a 4um, corados por de Hematoxilina e Eosina
(HE) e avaliados em microscopia Optica. A classificacdo tumoral e de malignidade
histoldgica seguiram os principios estabelecidos por Cassali et al. (2017).

ApGs 6 meses da cirurgia os tutores foram novamente contactados e
guestionados quanto a ocorréncia de recidivas tumorais no local da cirurgia e sobre a
condicao geral de saude do paciente.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Sorenmo et al. (2013) e Cunha et al. (2022), a maior incidéncia
dos tumores mamarios ocorre em animais geriatricos. A idade média das cadelas com
neoplasias mamarias neste estudo foi de 9,2 anos e variou entre 4 e 13 anos. A média
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de idade observada foi muito semelhante a média descrita pela literatura, que também
descreve maior susceptibilidade entre 9 e 11 anos, de acordo com (Sorenmo et al.,
2013) e, entre 7 e 12 anos em cadelas ndo castradas ou castradas apoés varios ciclos
estrais, acometendo diferentes racas (Lana, 2007). Nunes et al. (2018) também
relataram uma média de idade semelhante a de nosso estudo, com uma variagao
entre 2 e 20 anos. Ainda, em relacdo a idade, um dado relevante € a forte correlacéo
entre a idade e malignidade dos tumores de mama, ou seja, quanto mais longevas as
cadelas, maior a chance de apresentarem neoplasias agressivas (Sorenmo et al.,
2009; Chagas, 2020).

No presente estudo pode-se observar uma elevada incidéncia de neoplasias
mamarias malignas, atingindo aproximadamente 96% de todas as alteracdes
histoldgicas encontradas. Esta alta incidéncia, difere do descrito em algumas
literaturas e pode ser atribuida devido ao fato de que todas as cadelas que
participaram do estudo apresentavam indicacdo cirirgica de mastectomia unilateral
total, conforme sugerido por Cassali et al. (2014 e 2017), devido ao fato de possuirem
nodulos em M3 (glandula mamaria abdominal cranial), em mdltiplas mamas, ou o
maior nddulo medir mais de 3cm. Outro fator que pode estar associado ao alto indice
de malignidade neste estudo é o estadiamento TNM, onde 84% das cadelas foram
classificadas com TNM Il ou mais. Os dados referentes a incidéncia de tumores
malignos sdo bastante discrepantes entre os autores, variando de 26 a 73% (Pérez
Alenza et al., 2000), e 68 e 90% (Oliveira et al., 2010; Toribio et al., 2012; Tenardi et
al., 2016) e, em alguns estudos, esta caracteristica € associada frequentemente a alta
mortalidade (Nunes et al., 2018).

O estadiamento clinico das cadelas com neoplasias mamarias realizado neste
estudo foi baseado no sistema de estadiamento TNM conforme descrito por Cassali
et al. (2020). A classificacdo considera o tamanho do tumor principal (maior), o
acometimento ou ndo de linfonodos e a ocorréncia de metastases no momento da
analise, fornecendo um valor para o seu estadiamento. Estadiamento | indica que o
tumor principal possui até 3cm de didmetro, sem acometimento de linfonodo e sem
metastase pulmonar. Estadiamentos Il e Ill indicam tumores entre 3 e 5cm e maior
que 5cm, respectivamente, sem acometimento de linfonodo e sem metéastase. O
estadiamento 1V ocorre quando ha acometimento de linfonodo (palpacédo indicando
aumento de volume, aderéncia, alteracdo na superficie) e por fim, o estadiamento V &
dado quando h4 metastase a distancia, independente da caracteristica do tumor.

De acordo Sorenmo et al. (2011) os sistemas de estadiamento tumoral tornam
0s registos médicos mais precisos e consistentes permitindo uma comparagéo de
casos mais eficiente e pode auxiliar na predigcdo do progndstico. Sistemas baseados
no tamanho tumoral e status dos linfonodos podem fornecer alguma informacao
progndstica e guiar os clinicos na decisao terapéutica.

Dessa forma, neste estudo, foram caracterizadas no estadiamento | - 4/25 (16%)
das cadelas, no estadiamento Il — 8/25 (32%), no estadiamento Il — 6/25 (24%) e no
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estadiamento IV — 7/25 (28%), conforme descrito na tabela 3. Quando se refere a
incidéncia de neoplasias mamarias, divididas por faixa etaria, observamos neste
estudo que 64% das pacientes tinham menos de 10 anos de idade e 36%
apresentavam idade acima de 10 anos no momento do diagnéstico. Dos animais com
menos de 10 anos, 50% receberam classificagdo de estadiamento II; 25%
estadiamento Il e 12,5% estadiamento | e IV. Ja dentre as cadelas com mais de 10
anos, 55% das cadelas apresentavam estadiamento IV; com estadiamento | e 11l foram
22,2% das cadelas e nenhuma foi estadiada como grau II.

Em nosso estudo, 77% das cadelas com TNM Il ou IV tinham idade maior que
10 anos, em contrapartida, apenas 35% das pacientes com menos de 10 anos foram
estadiadas nos graus Il e IV, sendo mais prevalente, nesta faixa etaria, o
estadiamento Il, com 50% das pacientes. Para que a paciente seja classificada com
TNM Ill ou mais, o tamanho do tumor principal deve ter mais de 5cm de diametro e,
conforme observado por Ferreira et al. (2009) existe uma associacao entre lesdes
maiores de 5 cm com maior malignidade, altas taxas de proliferacdo celular e menor
expressdo de receptores hormonais. Embora, de acordo com Cassali et al. (2020)
todas as cadelas, mesmo com lesbes menores devem ser examinas, submetidas a
cirurgia e exame histopatoldgico o mais breve possivel para aumentar as chances de
cura.

Tabela 1 — Estadiamento Clinico TNM, das cadelas submetidas a mastectomia
unilateral total, atendidas no Hospital de Clinicas Veterinarias CAV/UDESC, baseado
no sistema descrito por Cassali et al. (2020), dividido por faixa etaria (menor e maior
de 10 anos).

Animais TNM | TNM I TNM I TNM IV TNM V
avaliados/grupo
<10 anos 2/16 8/16 4/16 2/16 -
> 10 anos 2/9 0/9 2/9 5/9 -
Total 4/25 8/25 6/25 7125 -

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

TNM : T —tumor /N - linfonodo regional / M - metastase

N&o foram incluidas cadelas com estadiamento V neste estudo, pelo fato nesta
graduacdo, o0s pacientes ja apresentam metastases a distancia no momento da
cirurgia, o que poderia comprometer outros sistemas e interferir na avaliacdo da
cicatrizagdo tecidual e no procedimento anestésico do estudo base.
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Feliciano (2010) ao avaliar a malignidade das neoplasias mamarias, de acordo
com os achados de exame fisico, verificou que o tamanho das massas € uma
caracteristica que pode ser utilizada nessa diferenciacdo, sendo que tumores maiores
apresentam maior malignidade que os menores. Outro fator que também pode estar
relacionado a alta taxa de neoplasias malignas encontrado no presente estudo, é a
grande incidéncia de aplicacdo de progestagenos durante a vida reprodutiva das
fémeas. De acordo com a anamnese realizada com os tutores dos referidos animais,
a taxa de administracdo de progestagenos foi de 56%, sendo que 12% dos tutores
nao souberam informar se houve ou ndo a administracdo de hormdénios em algum
momento da vida das cadelas. Ainda, deve-se levar em conta que 76% das cadelas
nao eram castradas no momento do diagndéstico e tratamento cirdrgico das neoplasias
e que nenhum animal do estudo havia sido castrado antes do primeiro cio (tabela 4).
Conforme descrito por Cunha et al. (2022) os hormdnios sdo citados como fatores
promotores importantes da carcinogénese mamaria. Da mesma forma, segundo
Daleck et al. (2009); Apparicio e Vicente, (2015) o uso indiscriminado de
anticoncepcionais tem provocado crescente ocorréncia de enfermidades ligadas ao
uso de progestagenos, sendo umas delas a neoplasia mamaria.

Infelizmente, foi possivel evidenciar neste estudo, que a alta taxa de
administrac@o de progestagenos como anticoncepcional em cadelas, é utilizada ainda
com o objetivo de ser um método alternativo e de menor custo quando comparado a
castracdo cirargica. Isso ocorre provavelmente, devido a falta de controle desses
medicamentos e a pouca informacao dos tutores com relacdo aos riscos inerentes ao
seu uso. Estes dados vém de encontro com Dalla Nora e Freitas, (2017), que
descrevem que mesmo existindo técnicas cirargicas extremamente eficazes de
esterilizacédo, grande parte da populacdo ainda opta pelo uso de anticoncepcionais
injetaveis, como forma de controle populacional de caes.

Estes fatores podem ter corroborado para a alta incidéncia de neoplasias
malignas em nosso estudo, pois sabe-se que 0s esteroides ovarianos desempenham
um papel muito importante na carcinogénese da glandula mamaria, conforme descrito
por Chleboski et al. (2003). Os estrogénios e as progesteronas desempenham um
papel importante no desenvolvimento fisioldgico das glandulas mamarias, mas estes
horménios também estdo implicados no desenvolvimento de tumores (Hulka, 1994).
Os estrogénios sdo promotores de células jovens, além de regular a transcricdo de
varios proto-oncogenes nucleares (Selman, 1994). O desenvolvimento da neoplasia
mamaria na cadela é dependente, em grande parte, de horménios (Oliveira et al,
2010), alguns autores relatam que o uso indiscriminado de anticoncepcionais tem
provocado ocorréncia crescente de enfermidades ligadas ao uso de progestagenos,
sendo uma delas a neoplasia mamaria (Daleck et al, 2009; Apparicio e Vicente, 2015).

Em um estudo realizado por Moe et al. (2001) verificou-se que a incidéncia de
tumores das glandulas mamarias caninas nos Estados Unidos, foi reduzida
significativamente desde que foi instituida, como pratica comum, a pratica de ovario-
histerectomia (OSH) em idade precoce. De acordo com estes mesmos autores, 0S
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tumores da glandula mamaria sdo muito mais comuns em muitos paises europeus em
gue a OSH néo é rotineiramente realizada. Desde a década de 60, Schneider et al.
(1969) comprovaram que a castracdo precoce em fémeas caninas, reduz
drasticamente o risco de desenvolvimento de tumores mamarios. Montsserat et al.
(2016) descreveram que mais de 90% das cadelas ndo eram castradas no momento
da mastectomia, dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo, onde
nenhuma cadela havia sido castrada antes do primeiro cio, e 76% das cadelas com
neoplasia mamaria eram inteiras no momento da cirurgia, vém de encontro com 0s
dados descritos na literatura veterinaria ao longo dos anos.

Embora algumas questdes ainda precisem ser esclarecidas, Cassali et al. (2020)
sugerem que a castracdo de cadelas seja realizada entre o primeiro e segundo cio,
quando o intuito for a prevencdo da ocorréncia de neoplasias mamarias e controle
populacional. Entretanto, alguns estudos demostraram que ha forte correlagéo entre
a idade da castracdo e a ocorréncia de problemas osteoarticulares em racas caes de
grande porte e algumas racas especificas (Hart et al., 2020), sendo desta forma,
importante levar em consideracao, caracteristicas e fatores individuais na decisao do
melhor momento para a castragao.

Com relagdo aos beneficios da castracdo no momento do diagndstico das
neoplasias mamarias, ainda ha algumas duvidas na literatura. O estudo realizado por
Kristiansen et al. (2016) avaliou a sobrevida ou o tempo livre de doenca apés a
mastectomia, e verificou que a realizacdo da castragdo no momento da remocao
tumoral ndo tem influéncia na sobrevida de cadelas. Este mesmo estudo sugere que
apenas 0s tumores que apresentam receptores hormonais E2 (173 estadiol) pela
avaliacdo imuno-histoquimica, podem se beneficiar com a OSH. Nos animais do
presente estudo, ndo foram realizadas avaliagbes imuno-histoquimicas das
neoplasias para avaliagcdo da presenca destes receptores. Todos os tutores foram
orientados a realizar a castracdo ap0s a mastectomia, com intuito de reduzir os riscos
de outras complicacdes, como uma gestacdo indesejada e sem a presenca das
mamas, conforme destaca Cunha et al. (2022) quando refere que a OSH ainda
possibilita a prevencéo de infecdes uterinas, pseudociese, evita o cio e pode aumentar
a expectativa de vida do animal.

Com relacdo a raca, tivemos uma grande variacdo neste estudo, as mais
observadas foram os animais sem racga definida (SRD) com 15/25 do total das cadelas,
representando 60%, 3 Poodles; 2 Pastoras Alemas; 1 Rotweiler; 1 PittBull; 1 Pinscher;
1 Daschund e 1 Cocker Spainel (tabela 4). Estes resultados diferenciam dos
encontrados por Chagas et al. (2020), que diagnosticaram tumores mamarios em
21/93 (22,6%) cadelas sem raca definida (SRD), e 72/93 (77,4%) eram de alguma
raca definida.

Dados com resultados discrepantes com relacdo a prevaléncia de neoplasias
mamarias em animais de determinadas racas ou SRD, podem sofrer variagfes
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importantes conforme a regido onde o estudo foi realizado. Acreditamos que em nossa
instituicdo, por ser um hospital escola, € possivel observar muitos pacientes sem raca
definida, principalmente quando se refere a atendimentos realizados na rotina clinico-
cirdrgica, pois muitos tutores buscam atendimento com menor custo ou séo de origem
carente. A participacdo em projetos de pesquisa, onde € oferecido procedimentos com
custo reduzido, também pode ser um dos fatores que contribuiu para atingir um publico
mais carente, justificando a alta incidéncia de cadelas SRD no presente estudo.

Tabela 2 - Distribuicdo dos animais submetidos & mastectomia unilateral total,
avaliados no estudo, onde descreve-se individualmente a raca, idade (anos) peso (kg)
e status reprodutivo (castrada ou inteira), uso de progestagenos (S — sim/ N — ndo e
NSI — ndo sabem informar) com suas respectivas médias.

Raca Idade Peso Status Uso
(anos) (kg) reprodutivo progestageno
SRD 4 7 Inteira N
SRD 13 11 Castrada S
SRD 8 25 Inteira S
Pastor Alemao 6 40 Castrada N
Rottweiler 4 26,5 Castrada N
Pit Bull 7 25 Inteira NSI
SRD 7 6 Inteira NSI
Cocker 9 15 Inteira N
SRD 9 26,5 Castrada S
Daschund 13 7,2 Inteira S
Poodle 12 6 Inteira N
Pastor Aleméao 11 30 Inteira S
SRD 12 10 Inteira S
SRD 11 10 Inteira S
Poodle 10 8 Inteira S
SRD 4 9,5 Inteira N
SRD 10 7 Inteira S
SRD 10 10 Inteira S
Poodle 9 7,3 Inteira S
SRD 13 11 Castrada S
SRD 10 15 Inteira S
Pinscher 7 6 Inteira S
SRD 12 6 Inteira N
SRD 7 6 Inteira NSI
SRD 12 13 Castrada N
Média idade Média peso % castradas/inteiras %
. 56% Sim
9,2 anos 13,7kg 231?/;%(:225 ;g:ls 32% Nao
12% NSI

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)
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Todas as cadeias mamarias resseccionadas cirurgicamente foram enviadas ao
laboratorio LABOPEVE/UFSC inteiras e fixadas em solucdo de formol 10%
tamponado, para analise histopatoldgica de rotina (HE). No laboratorio, cada glandula
foi avaliada isoladamente. De todas as glandulas avaliadas, obteve-se um total de 88
mamas que apresentaram alteragdes histologicas. A tabela 5 descreve o diagnostico
histologico e o numero de glandulas mamarias acometidas por cada tipo tumoral.

Tabela 3 — Diagnostico histopatolégico das neoplasias mamarias avaliadas pelo
LABOPAVE/UFSC, com o numero de glandulas acometidas e valores representados
em percentual para cada tipo tumoral, de cadelas submetidas a mastectomia unilateral
total, baseado na descricéo histolégica de Cassali et al. (2017).

. L . . . Numero de glandulas
Diagnostico Histoldgico 9

acometidas Valor em %
Carcinoma em Tumor Misto 47 53%
Carcinoma Tubular 21 23,8%
Carcinoma Papilar 6 6,8%
Carcinossarcoma 5 5,7%
Hiperplasia Mamaria 3 3,4%
Carcinoma 2 2,3%
Adenocarcinoma Tubular 1 1,1%
Carcinoma Cribiforme 1 1,1%
Carcinomain situ 1 1,1%
Carcinoma Inflamatério/inflamacédo* 1 1,1%

Fonte: Elaborada pelo autor e LABOPEVE - UFSC Curitibanos (2024) *sem diagnéstico conclusivo.

Sobre o tipo de tecido que compunha todos os 88 nédulos encontrados através
da avaliacdo histologica, 80 foram classificados como tumores de origem epitelial
(91%), 5 tiveram diagndéstico de tumores de origem mesenquimal (5,7%) e 3 foram
classificados como hiperplasia mamaria. Chagas et al. (2020) também identificaram
em seu estudo, 63,5% dos tumores com origem epitelial e 36,5% com origem
mesenquimal. A maior frequéncia de tumores de origem epitelial observada nestes
estudos pode estar relacionada, segundo Collins et al. (1997) com a alta taxa de
mitose que a porcao epitelial sofre internamente ao tecido mamario e a influéncia do
ciclo estral da cadela sobre o epitélio glandular mamario pode aumentar as chances
de ocorrer neoplasias devido a grande proliferacéo celular, visto que 76% das cadelas
de nosso estudo, ndo eram castradas.
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O carcinoma em tumor misto representou mais da metade de todos os tumores
diagnosticados no presente estudo, corroborando como resultados de Nunes et al.
(2018) que tiveram o carcinoma em tumor misto como o tipo histolégico mais
frequente. Estes autores destacam ainda que o carcinoma em tumor misto possui um
melhor prognoéstico, diferentemente dos carcinomas solidos, carcinomas
micropapilares e carcinossarcomas que foram considerados tipos histolégicos de
comportamento biolégico agressivo, sendo associados a pior progndéstico e menor
sobrevida global. A sobrevida das cadelas do nosso estudo nao foi avaliada, apenas
fizemos contato com os tutores apos 6 meses do procedimento cirargico e todos
relataram que os animais ndo apresentavam complicacdes ou recidivas tumorais.

A grande variedade de neoplasias encontradas neste estudo, pode ser explicada
pois, de acordo Van Keymeulen et al. (2011) nas cadelas, um subconjunto de
carcinomas mamarios apresenta-se como carcinomas simples que podem ser
derivados de células progenitoras epiteliais mutantes e sdo comparaveis com a forma
mais comum de cancer de mama em mulheres, os carcinomas ductais. Entretanto,
mais frequentemente do que em seres humanos, os caes também podem apresentar
carcinomas complexos que contém varias vias de diferenciagdo dentro de uma Unica
glandula maméria afetada. Estes tumores podem ser derivados de mutac6es na forma
mais basica e precoce das células tronco. A existéncia de células tronco e a presenca
de varias formas progenitoras podem, em parte, explicar a heterogeneidade dos
carcinomas mamarios

Quando se fala da estrutura celular da cadeia mamaria das cadelas, diversos
tipos de tecido e células estdo presentes, justificando assim os variados tipos de
neoplasias associadas a glandula mamaria. H4 também o sistema linfatico
responsavel pela drenagem da mesma, que pode em alguns casos, ser responsavel

pelas metastases identificadas (Chagas et al., 2020).

Em nosso estudo, quanto a distribuicdo dos n6dulos tumorais entre as glandulas
mamarias (a maioria das cadelas possuia outros nodulos, além do tumor principal)
26% estavam em M3, 23% em M4, 22% em M5, 21% em M2 e apenas 9% em M1. As
mamas inguinais (M5) apresentaram uma maior predisposicdo ao acometimento
neoplasico do tumor principal (36%), provavelmente por terem maior massa glandular,
porém, a disseminacao pode ocorrer em todas as glandulas, com menor prevaléncia
apenas na glandula toracica cranial (M1). Estes resultados corroboram com Lana et
al. (2007) os quais também observaram que as glandulas M3 e M5 foram as mais
acometidas, provavelmente por possuirem maior quantidade de tecido glandular. Da
mesma forma, Cavalcanti e Cassali (2006) referem maior prevalecia nas glandulas M4
e M5. Com relagdo ao estadiamento do tumor comparado ao tempo de evolugao
observado pelos proprietarios ndo houve correlacdo significativa, provavelmente
devido a falta de confianca na informacdo, que era dependente da observacéao de
cada tutor, bem como da caracteristica histopatologica de cada tumor e sua
malignidade.
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Todas a cadelas do presente estudo foram submetidas a mastectomia unilateral
total, aquelas que apresentavam nodulos em ambas as cadeias, foram submetidas ou
encaminhadas para a outra mastectomia, seguindo as orientacdes de Cassali et al.
(2017). Chagas et al. (2020) concluiram que gque os tumores de origem epitelial sdo
mais frequentes devido ao alto grau de mitose no tecido e cadelas mais velhas devem
ser submetidas a mastectomia total por apresentarem maior chance de desenvolver
neoplasias malignas e metastases, fato que sustenta a indicagdo do tratamento
cirrgico mais agressivo nas cadelas do nosso estudo.

De acordo com Nunes et al. (2018) avaliacbes das caracteristicas
epidemiologica e clinico-patologicas sdo importantes para entender o perfil
populacional e o comportamento biolégico, além de estabelecer o progndstico e
auxiliar na determinacédo da melhor abordagem ao paciente.

3.4 LIMITACOES DO ESTUDO

Alguns dados colhidos neste estudo dependeram unicamente da informacao
fornecida pelo tutor, dessa forma, podem existir alguns equivocos, principalmente
guando se refere as informac¢des como, tempo de evolucdo do tumor, momento da
castracao, uso de progestagenos, entre outras.

3.5 CONCLUSOES

Foi possivel observar que as pacientes com neoplasias mamarias da nossa
rotina, apresentam caracteristicas que sugerem desconhecimento por parte dos
tutores, principalmente quando se refere as questbes de prevencao desta patologia,
como o uso de progestagenos, castracdo e diagnostico precoce dos nddulos. Neste
estudo, a maior parte das cadelas nado era castrada e havia recebido progestagenos
ao longo da vida. Além disso, observou-se uma elevada taxa de malignidade entre os
tumores mamarios diagnosticados, tendo como mais frequente o carcinoma misto
maligno.

Assim, nossos resultados reforcam a importancia de realizar campanhas de
conscientizacao sobre a prevencao das neoplasias mamarias em nosso meio, devido
a alta taxa de malignidade observada e casos avancados da doenca.
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ANEXOS

Anexo 1 — Tabela utilizada durante a avaliacdo macroscopica da ferida cirargica, onde
eram registrados os dados de cada paciente, data da cirurgia e avaliacbes pos-
operatorias. As avaliacdes para cada critério foram realizadas conforme o grau de
intensidade, sendo O para auséncia; 1 discreta presenca; 2 moderada presenca e 3

para intensa presenca.

AVALIAGAO MACROSCOPICA DA FERIDA CIRURGICA

Dados do Paciente:

Nome: n° ficha: -
Proprietario:

Animal n°: Idade: Dia da cirurgia:

Datas

Parametros/Dias 24h 48h 72h 5°dia

10°dia

Exsudato

(tipo)

Hematoma

Edema

(local =L/
Membros M)

Rubor

Dor (palpacdo)

Seroma

Deiscéncia

Hemorragia

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Anexo 2 — Tabela utilizada para avaliagdo microscopica das amostras colhidas em no
5° e 10° dias de pds-operatdrio onde foram anotados os dados de cada paciente, data
da cirurgia e critérios histopatoldgicos. As avaliacbes para cada critério foram
realizadas conforme o grau de intensidade, sendo O para auséncia; 1 discreta
presenca; 2 moderada presencga e 3 para intensa presenca.

AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DA CICATRIZAGAO

Dados do Paciente

Nome: n° ficha: Proprietario:
Animal n°: Idade: Dia da cirurgia:
Paradmetros /Dias 5° 10° Observacoes

Intensidade de proliferacao
vascular

Reagdo inflamatodria

(mono e polimorfonucleares)

Proliferagao de fibroblastos

Colageinizagao

Reepitelizacdo

Hemorragia

Tipo de inflamacdo

Fonte: Producéo do proprio autor, baseada em Garros et al. (2006).
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Anexo 3 - Variaveis microscopicas descritas por Garros et al. (2006) utilizadas para
avaliacdo da cicatrizagdo tecidual das amostras colhidas no 5° e 10° dias de pés-
operatorio.

Variaveis microscoépicas descritas por Garros et al., 2006

Proliferagdo tecidualvacular: Ausente: quando n&do se evidencia vasos no corte histoldgico.
Discreta: quando forem evidenciadas poucos vasos esparsamente situados, de forma isolada no contexto.
Moderada: quando os vasos aparecerem com maior frequéncia e dispersos no campo optico. Acentuada:
guando for possivel evidenciar com grande frequéncia a presenga de vaos, dispostos em todo o contexto.

Células mono e polimonucleares: Ausente: quando estas células ndo forem visibilizadas no campo o6ptico.
Discreta: quando forem evidenciadas de forma isolada, possibilitando distinguir areas livres de infiltrado.
Moderada: quando aparecerem com maior frequéncia constituindo agregados densos, mas possibilitando
visibilizar areas livres de infiltrado. Acentuada: quando as células forem evidenciadas em grande frequéncia,
constituindo agregados densos e justapostos, sem areas livres de infiltrados.

Proliferacao fibroblastica/tipo de inflamacgdo: Ausentes: quando ndo se evidenciar proliferacdo de
fibroblastos. Discreta: quando houver esparsos fibroblastos proliferados em meio ao tecido conjuntivo frouxo.
Moderada: quando houver moderada quantidade de fibroblastos proliferados, constituindo feixes celulares
multi-direcionalmente. Acentuada: quando houver grande quantidade de fibroblastos proliferados constituindo
agregados compactos de células arranjadas multi-direcionalmente.

Colageinizagdo: Ausente: quando ndo for possivel a visibilizagcdo do deposito de fibras colagenas. Discreta:
quando a deposicéo de fibras coladgenas forem em pequena quantidade, caracterizadas por fibras depositadas
em meio aos fibroblastos proliferados. Moderada: quando a deposicao de coldgeno formou feixes de fibras
eosinofilicas, espessas, intercaladas com é&reas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados.
Acentuada: quando houver grande deposicao de fibras colagenas, constituindo feixes de fibras eosinofilicas
espessas, compactamente arranjadas em meio a fibroblastos proliferados em sem areas de tecido conjuntivo
frouxo.

Reepitelizagdo: Ausente: quando ndo houver epitélio visibilizado no campo 6ptico. Discreta: quando o epitélio
comecar a recobrir a area da ferida. Moderada: quando aparecer de forma parcial sobre a area acometida.
Acentuada: quando for visibilizado de forma total ou completa sobre o tecido conjuntivo.

Hemorragia: Ausente: quando ndo se evidenciar hemécias fora dos vasos sanguineos. Discreta: quando forem
visibilizadas poucas hemécias ao redor de até dois vasos sanguineos. Moderada: quando forem observadas
heméacias em maior quantidade ao redor de pelo menos dois vasos sanguineos. Acentuada: quando for
observada grande quantidade de hemacias ao redor de diversos vasos sanguineos.

Fonte: Producéo do proprio autor e LABOPEVE, baseada em Garros et al. (2006).
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Anexo 4 — Imagem demonstrando o modelo da ficha utilizada para registro de dados
dos animais avaliados durante o estudo.

LEVANTAMENTO DE DADOS EM CADELAS COM NEOPLASIA MAMARIA Ne_

FICHA: NOMIE: RACA: IDADE: PESO: Kg
PROPRIETARIO: TELEFONE

FICHA CLINICA
TEMPO DE EVOLUGAO DO TUMOR: CASTRADA:( )SIM ( )NAO

IDADE DA CASTRACAO: (niimero de cios):

UTILIZAGCAO PROGESTAGENO: ( )SIM { )NAO TEMPO UTILIZAGAO:
PSEUDOCIESE: ( ) SIM ( )NAO PIOMETRA: ( ) SIM ( )NAO
ESTADIAMENTO

LINFONODOS ACOMETIDOS:

PESQUISA DE METASTASE: ( )SIM ( )NAO EXAME: ( )RX ( )US

ACHADOS:

ESTADIAMENTO TNM:

TAMANHO DO TUMOR = ACOMETIMENTO LINFONODOS = METASTASE A DISTANCIA

ESTADIO1 TI1<3cm NO MO
ESTADIO2 T23-5cm NO MO
ESTADIO3 T3=5cm NO MO
ESTADIO4  Qualquer N1 (positivo) MO
ESTADIO 5 | Qualquer Qualquer M1 (metastase)

ADERENCIA: ( )SIM ( )NAO
TUMOR ULCERADO: ( )SIM ( )NAO

MASTECTOMIA: ( ) PARCIAL ( ) TOTAL ff\\ ﬂ
MAMAS ACOMETIDAS: {F@ V@'gl
HISTOPATOLOGICO: ( ) SIM ( )NAO f’@ @II
| |

LAUDO | I
HISTO: k‘® ®Ir
@ @

\ /

\ ¥4

v

MAPEAMENTO NODULOS MAMARIOS — DESCRICAQ




