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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo avaliar alteragdes no padrdo do hemograma
e dos metabdlitos bioquimicos alanina aminotransferase (ALT) e creatinina no sangue de
caes acometidos por carcinomas mamarios simples, com e sem metéastases. O estudo
permite concluir que cdes acometidos por carcinomas mamarios simples apresentam
alteracfes hematoldgicas mais discretas que as encontradas em humanos. Cdes
acometidos por carcinomas simples apresentam menor ndmero de eritrcitos e maior
numero de neutrofilos que os cées do grupo controle. A presenga de linfopenia sugere
relagdo com a malignidade dos tumores, ja que os linfcitos estdo diminuidos nos
tumores mais agressivos.

Palavras chaves: Oncologia veterinaria; hemograma, cdo

Hematological changes in dogs affected by breast tumors

ABSTRACT. This work aimed to evaluate changes in the pattern of the blood count and
biochemical metabolites, alanine aminotransferase (ALT) and creatinine, in the blood of
dogs affected with simple mammary carcinomas with and without metastasis. This study
indicates that dogs affected with simple mammary carcinomas show haematological
changes milder than those found in humans. Dogs affected with simple carcinomas have
fewer red blood cells and increased number of neutrophils that dogs in the control group.
The presence of lymphopenia suggests relation with the malignancy of tumors, as the

lymphocytes are reduced in the more aggressive tumors.
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Introducéo

A analise de parametros hematologicos e
bioguimicos é amplamente utilizada na medicina
veterinaria para 0  estabelecimento  do
diagnostico, prognostico e monitoramento do
tratamento (Nilsen et al., 2010; Omer, 2008;
Mundim et al., 2007; Lilliehdok, 1997; Jensen,
1993). Embora estes pardmetros sejam bem
estabelecidos para caes higidos adultos, ainda ndo
estio  completamente  estabelecidos  para
diferentes ragas ou em animais com doengas
especificas. Podem variar em funcéo da idade ou
tipo de enfermidade (Metzger e Rebar, 2012;
Swanson et al., 2004; Vajdovich et al., 1997),
raca (Nilsen et al., 2010; Mundim et al., 2007),
presenca de neoplasia (Watabe et al., 2011;
Sottink et al., 2010) ou mesmo devido ao ciclo
circadiano (Lillieh6dk, 1997). N&o foram
encontradas diferencas relevantes nos parametros

hematolégicos ou bioquimicos entre cdes ap0s
exercicios (Rovira et al.,, 2007) ou entre o0s
diferentes sexos (Omer, 2008).

Estudos recentes demonstram que parametros,
como a contagem de leucdcitos, podem ter um
valor diagnostico e progndstico para diversos
tumores malignos (Aliustaoglu et al., 2010). Por
exemplo, 0 aumento no numero de linfocitos
totais esta associado a um aumento no tempo de
sobrevida em humanos acometidos por
neoplasias do pancreas (Fogar et al., 2006), por
outro lado, em cdes acometidos por
osteossarcoma apendicular, a linfopenia est&
associada com um maior intervalo livre da
doenca (Sottnik et al., 2010). J& Watabe et al.
(2011) demonstraram que em cdes com
neoplasias, todas as subpopulagcfes de linfécitos
diminuiram notavelmente quando comparados
com cées higidos. Da mesma forma, os linfdcitos
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T CD8+ apresentaram uma significante
diminuicdo em cdes com metastases quando
comparado com cdes sem metastases.

As neoplasias mamarias  representam
aproximadamente 50% de todas as neoplasias em
cdes (Kumaraguruparan et al., 2006a; Kennedy &
Miller, 1993), sendo que as de carater maligno
representam cerca de 40 a 50% (Sarli et al.,
2002). Segundo De Nardi et al. (2009) esse
namero pode chegar a 60%, com 25% dos
pacientes apresentando metastases em linfonodos
regionais e/ou parénquima pulmonar.

Os tumores mamarios de origem epitelial sdo
0s mais comuns e sua etiologia é multifatorial
(Kumaraguruparan et al., 2006b). O prognéstico
das neoplasias mamarias malignas esta associado
ao tamanho do tumor primario, com a
classificacdo histolégica, com alta contagem de
regibes organizadoras de nucléolos argirofilicas,
aneuploidia do DNA e com a expressdo de
oncogenes (Heller et al., 2005). Da mesma forma,
a invasdo do estroma por células neoplasicas e a
presenca de émbolos neoplasicos em vasos (Sarli
et al., 2002) também sdo aspectos relevantes. O
tipo e intensidade do infiltrado inflamatdrio no
carcinoma tumoral também apresentam valor
progndstico (Estrela-Lima et al., 2010).

O hemograma completo é um pré-requisito
para todos os pacientes de cancer antes de
cirurgias, quimio ou radioterapias e pode
identificar a severidade e o risco de morte em
pacientes humanos (Akinbami et al., 2013). Este
trabalho teve como objetivo avaliar alteracdes no
padrdo do hemograma e dos metabdlitos
bioquimicos alanina aminotransferase (ALT) e
creatinina no sangue de cdes acometidos por
carcinomas mamarios simples, com e sem
metastases.

Material e Métodos

Grupos experimentais

Neste experimento forma utilizadas amostras
de tecido maméario de 30 fémeas caninas, sem
predilecdo de ragas ou idade, atendidas pelo
Servico de Oncologia Veterinaria e pelo Servigo
de Reproducdo Animal do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel”, da FCAV - UNESP,
Jaboticabal, SP, colhidos entre marco de 2009 e
setembro de 2010.

Destes animais, 20 eram portadores de tumor
mamario, com diagnoéstico histopatologico de
carcinoma simples, com ou sem presenca de
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micrometastase e 10 eram cdes higidos, sem
tumores na cadeia mamaria, que formaram o
grupo controle. Em um primeiro momento, 0s
animais foram distribuidos em dois grupos, o
controle (GC / n=10) e o de portadores de tumor
na mama (GT / n=20). Posteriormente, 0s
animais portadores de tumor foram redistribuidos
nos grupos T1 (GT1), com 10 animais portadores
de carcinoma mamario, sem metastase detectada
e 0 grupo T2 (GT2), com 10 animais portadores
de carcinoma mamario, com presenca de macro
ou micrometastase detectada.

Colheita e processamento das amostras

Histopatologia

Os fragmentos de tumor mamario dos animais
dos grupos GT foram colhidos por meio de
biopsia excisional, ap6s mastectomia. Logo apds
os fragmentos foram imersos em solucdo de
formol a 10%, tamponado com fosfatos (pH 7,4)
por até 48 horas. Posteriormente, as amostras
foram processadas rotineiramente no
Departamento de Patologia Veterinaria (FCAV —
UNESP, Jaboticabal) até a inclusdo em parafina.
Os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina para andlise em microscopia de luz
(microscépio  Nikon  Eclipse E200). A
classificacdo histologica dos tumores foi feita
segundo Cassali et al. (2011).

Colheita de sangue

A colheita de sangue foi realizada antes da
ressec¢do tumoral. Foram colhidos, de cada
animal, 4mL de sangue, por venopungdo da
jugular, acondicionados em tubos contendo o
anticoagulante Acido Etilenodiaminotetracético
dissddico (Na2 EDTA) para a realizacdo do
hemograma e dos exames bioquimicos (ALT e
creatinina).

Hemograma, ALT e creatinina

Os exames hematoldgicos foram realizados no
laboratério de Patologia Clinica Veterinéria do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”

(FCAV — UNESP, Jaboticabal, SP). O
hemograma foi realizado pelo analisador
hematoldgico Micros ABX 60 (Horiba),

avaliando os seguintes parametros nimero de
hemécias (HE), hematdcrito (HT), hemoglobina
(HB), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina  corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), plaquetas, leucdcitos, basofilos,
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eosinofilos, neutrofilos bastonetes, neutrofilo
segmentados (NEU), linfocitos (LINF) e
monocitos. Para as analises bioquimicas foi
utilizado o analisador bioquimico Labquest (Bio
Plus) e kits para ALT (108-4/30) e creatinina (35)
da Labtest.

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, confrontaram-se 0s
pardmetros do hemograma, ALT e creatinina. As
comparacgdes das médias entre os grupos foram
realizadas por andlise de variancia (ANOVA de
um sé fator) e teste de Student Neumans Kell
com nivel de significancia de 5%. Para as provas
de normalidade e homocedasticidade foram
realizados os testes de Cramer von Mises e
Brown-Forsyth, respectivamente. Quando as
pressuposicoes da analise de variancia ndo foram
satisfeitas, os dados sofreram transformacGes de
acordo com o proposto por Bartlett (1947). As
analises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do programa estatistico SAS 9.1 (SAS
9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Resultados

A idade média dos caes do grupo GT foi de
8,63+2,61 anos, com idade minima de quatro
anos e maxima de 14,9 anos. A distribuigdo, por
idade, encontra-se na figura 1. Os grupos GC e
GT apresentaram as médias dos parametros
hematolégicos e bioquimicos séricos dentro da
faixa de valores de normalidade estabelecida e
utilizada pelo laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria. Porém os animais do Grupo GT
apresentaram médias significativamente menores
que o GC para 0 numero de hemaécias
(P<0,0081), hematdcrito (p<0,0359) e nimero de
linfocitos (P<0,0120) e, média significativamente
maior para neutrofilos segmentados (P<0,0446).
O numero de linfocitos em animais apresentando
metastases (GT2) diferiu significativamente
apenas entre o GC (P<0,0324). Os cdes com
carcinomas ndo metastaticos (GT1l) nao
apresentaram diferenga significativa com GC e
GT2. As médias e erro padrdo das andlises e
valores de referéncia encontram-se na tabela 1.
N&o houve diferencas para 0s pardmetros
bioquimicos ALT e creatinina entre 0s grupos.

Discussao

Os resultados deste ensaio mostram que a
média da idade dos animais acometidos por
algum tipo de neoplasia mamaria, assim como a
sua maior incidéncia ocorrendo entre os 7 e 10
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anos e estdo de acordo com De Nardi et al.
(2009). Para Sorenmo et al. (2011), o perfil de
cadelas acometidas por tumores mamarios €
formado por cadelas mais velhas,
independentemente de raca e ndo castradas ou
castradas tardiamente. Os tumores mamarios sdo
infrequentes em cadelas com menos de cinco
anos, salvo se apresentarem histérico de
tratamento com horménios, como a progesterona
(Schneider, 1970; Taylor, 1976).

Histograma de Idade

35

w
S
1

N
G
1

1)
(=3
1

Porcentagem
e
G
r

—_
1=
N

v

:

8 v

3 6 9 12 15
Idade

Figura 1. Histograma da porcentagem de cées
portadores de tumor mamario, independente do tipo
histol6gico, segundo a idade. As barras representam
um limite de classe de 1,5 anos.

Em estudo realizado por Akinbami et al.
(2013), pacientes humanos acometidos por
cancer de mama, apresentam contagem de células
sanguineas bastante disformes em relacdo ao
grupo controle. O mesmo ndo ocorreu em cées,
onde as alteragBes foram mais sutis. Neste estudo
ndo houve alteracbes além do intervalo de
referéncia, embora haja diferencas significativas,
em alguns parametros, entre 0s grupos controle e
acometidos por neoplasia. Isso sugere que a
determinagdo de intervalos de referéncias mais
estreitos, de acordo com a doenga, possa ter um
maior valor progndstico, mas para isso Sd0
necessarios mais trabalhos, com maior nimero de
amostras.

Neste trabalho verificou-se uma menor
quantidade de eritrécitos nas amostras de caes
acometidos por carcinomas mamarios em relagdo
aos controles, dados que corroboram com os de
Estrela-Lima et al. (2012). Segundo Schwartz
(2007) a diminuigdo no nimero de heméacias nos
cdes acometidos por tumores possui Varias
etiologias possiveis, entre as quais, uma menor
responsividade a hipoxia, diminuindo o efeito da

PubVet

Maringa, v. 9, n. 7, p. 291-297, Jul., 2015



Alteracdes hematoldgicas em cadelas

eritropoietina, a diminuigdo da eritropoiese pela
infiltracdo tumoral na medula 6ssea, hemorragias,
hemolise autoimune, mielossupressdo, desordens
enddcrinas e inflamagdes. Por outro lado, Miller
et al. (1990) mostraram que a anemia no cancer é
semelhante as anemias decorrentes da doenca
renal crbnica e sugerem que alteracbes na
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producdo da eritropoietina sejam um fator
contribuinte para a anemia do paciente
oncologico. Nao foi possivel afirmar que ha
diminuicdo na producdo ou responsividade a
eritropoietina  pelos cdes acometidos por
carcinomas mamarios, mas esta €& uma
possibilidade a ser futuramente estudada.

Tabela 1. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de animais higidos, portadores de carcinoma mamarios

simples, com ou sem metéstases.

Parametro GC GT GT1 GT2 \r/e"’}'eorreensc?:
Eritrocitos™ 7,7510,21A 6,76+0,22B 6,88+0,30B 6,65+0,32B 55-8,5
Hemoglobina 16,61+0,65 15,36+0,51 16,13+0,79 14,60+0,58 12-18
Hematdcrito 53,94+1,95 46,24+2,26 46,69+4,13 45,79+2,09 37-55
VCM 69,60+1,37 68,33+2,40 67,66+4,80 69,00+1,08 60-77
HCM 21,40+0,38 22,76+0,33 23,45+0,41 22,07+0,44 19-23
CHCM 31,62+0,58 35,24+2,76 38,09+5,51 32,39+0,26 31-34
Plaquetas 272,30+£26,55 311,14+28,81 327,68+44,82 294,60+37,87 180-400
Leucdcitos 9,03+0,55 10,09+0,79 8,41+0,77 11,77+1,17 6-18
Basdfilos 0 0,20+0,15 0 0,40+0,30 0-1
Eosindfilos 3,00+£1,04 3,95+0,94 3,7+1,12 4,20+1,58 2-10
Bastonetes 2,80+0,51 2,15+0,49 1,80+0,36 2,50+0,93 0-3
Segmentados* 70,50+1,78B 75,15+1,29A 76,20+1,80A 74,10+1,87A 60-77
Linfocitos* 21,70+2,47A 13,90+0,85B 14,70+1,07 AB 13,10+1,34B 13-30
Monécitos 2,20+0,39 3,60+0,48 3,60+0,43 3,60+0,90 3-10
Creatinina 0,78+0,11 0,88+0,06 0,88+0,11 0,87+0,08 0,5-1,5
ALT 79,35+15,88 62,16+5,60 68,35+9,66 55,9845,51 10-88

* |dentifica parametros que apresentaram diferenga significativa no teste de Student Newmans Kells, com nivel
de significancia de 5%. Valores de (médiaterro padrdo). Letras diferentes na mesma linha representam diferencga
significativa entre os grupos. GC: grupo controle, formado por cées higidos. GT: grupo tumor, formado por cées
acometidos por carcinoma mamario simples. GT1 e GT2: grupos formados pelo desmembramento do GT,
separando animais sem metéstases (GT1) e cdes com metédstases (GT2). Valores de referéncia segundo o
laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario

“Governador Laudo Natel”, da FCAV — UNESP, Jaboticabal, SP.

No leucograma encontramos maior numero de
neutrdfilos segmentados em cées do grupo GT.
Em estudo realizado por Estrela-Lima et al.
(2012), a leucocitose neutrofilica, acompanhada
de niveis normais de células mononucleares, foi
considerado o mais importante achado
hematologico em cdes acometidos por
carcinomas mamarios. Em nossos dados n&o
houve evidéncia de que a neutrofilia tenha
relacdo com a agressividade do tumor, uma vez
gue ndo houve diferenca estatistica entre os
animais com e sem metastase. No trabalho de
Estrela-Lima et al. (2012) também ndo houve
diferenca entre carcinomas em tumores misto e
carcinomas simples. Entretanto, em trabalho de
Fridlender et al. (2009), foram identificados dois

subtipos de neutrofilos, N1 com acéo antitumoral
e N2 com acdo pré tumoral, em diferentes
neoplasias. O ndo conhecimento da subpopulagéo
presente  em nosso estudo impossibilita
determinar o papel representado pela neutrofilia
no progndstico de neoplasias.

No presente estudo ndo houve diferengas
significativas entre o nuimero de basdfilos ou
mondcitos entre os grupos GC e o GT, porém
houve diferenca no nimero de linfécitos.

Os linfocitos  apresentaram namero
significantemente menor nos animais acometidos
por carcinomas mamarios, sobretudo naqueles
apresentando metastases. Para Bone e Lauder
(1974) vérios fatores colaboram para a reducao
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do niamero de linfécitos em pacientes de cancer,
seja pela diminuicdo da producdo, seja pela
destruicdo e utilizacdo dos linfocitos. Estrela-
Lima et al. (2010) encontraram, em analise dos
linfécitos infiltrados no tumor, por citometria de
fluxo, diferenca significativa entre tumores
metastaticos e ndo metastaticos de carcinomas
mamarios em tumor misto. O ndmero de
linfécitos T foi significativamente maior nos cées
sem metastases, enquanto nos cdes com
metéstases, houve maior nimero de linfocitos B.
Isso sugere que 0s tumores mais agressivos
apresentam uma deple¢do no namero de células
T, 0 que vai de encontro aos nossos dados. Isso
pode ser decorrente da acdo das células T
regulatorias, que possuem acao inibitoria sobre 0s
linfocitos T (Risseto et al., 2010). No céancer ha
evidéncia de que as Tregs podem ser induzidas
pelo tumor e suprimir a resposta do sistema
imune aos antigenos tumorais (Standish et al.,
2008). Nos tumores mamarios 0 numero de
Tregs, tanto circulantes, quanto infiltradas, esta
aumentado (Ménétrier-Caux et al., 2009). Reome
et al. (2004) demonstraram que os linfocitos B
parecem exercer minimos efeitos durante a
progressdo tumoral dos carcinomas mamarios,
enquanto a presenca dos linfécitos T, durante
todo o desenvolvimento tumoral, é marcante.

Conesa et al. (2012) sugerem que a contagem
de linfécitos no sangue periférico de pacientes
humanos acometidos por carcinoma mamario tem
valor prognoéstico para a recorréncia do tumor,
sendo pior em pacientes com linfopenia, seja
basal ou induzida pela quimioterapia. O mesmo
parece ocorrer em cdes, onde uma menor
contagem de linfécitos coincide com a maior
agressividade da neoplasia.

Concluséo

O estudo permite concluir que cées
acometidos por carcinomas mamarios apresentam
uma idade mais avancada, com maior incidéncia
em torno dos 8,5 anos. As alteracdes
hematoldgicas em cées aparentam ser mais
discretas que as encontradas em humanos. Caes
acometidos por carcinomas simples apresentam
menor nimero de eritrdcitos e maior nimero de
neutrdfilos que os caes do grupo controle, porém
ndo foi possivel relacionar estes achados com o
progndstico dos tumores simples mamarios. A
linfopenia apresenta relacdo com a malignidade
em carcinomas mamarios caninos, ja que oS
linfocitos estdo diminuidos nos tumores mais
agressivos. Novos trabalhos visando adequar os
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valores de referéncia do hemograma podem
aprimorar a uso desta ferramenta no diagnostico e
na determinacdo de um progndstico mais incisivo
para o carcinoma mamario e outras doencas.
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