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RESUMO

Foi avaliado o comportamento de indices Doppler e a expressao de genes relacionados a
neovascularizacdo tumoral, visando caracterizar a vascularizacdo das massas neoplasicas. Foram
utilizadas 27 cadelas, com diagnostico histopatoldgico de neoplasia mamaria, sendo submetidas a
avaliacdo Dopplerfluxométrica tumoral e a coleta de fragmentos neoplasicos para andlise de expressdo
génica de VEGF, FLT-1, FLK-1 e ATR1. Foram encontrados 22 tumores de origem epitelial
(carcinomas) e cinco de origem mesenquimal (sarcomas). Observou-se correlagdo positiva entre 0 FLT-1
e as variaveis PS, Pl e RI. O FLK-1 apresentou correlacdo igualmente positiva com os pardmetros PS e Pl
e uma tendéncia para RI, enquanto o VEGF retratou correlacdo positiva apenas com IP. O VEGF também
mostrou correlacdo positiva com seus receptores, porém ndo apresentou correlacdo com o ATR1. O FLT-
1 e o FLK-1 apresentaram ainda correlagdo positiva entre si e com o ATR1. Houve maior expressdo
média do VEGF nos tumores epiteliais do que nos mesenquimais. As varidveis PS, Pl e RI, associadas
com a expressio do VEGF e seus receptores, mostraram-se relevantes para caracterizar a
neovascularizacdo de tumores malignos, e a expressao diferenciada do VEGF entre os tipos tumorais
pode ser um indicador auxiliar na caracterizagdo de neoplasias mamarias malignas em cadelas.
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ABSTRACT

The behavior of the tumor Doppler indexes and gene expression related to neovascularization was
evaluated aiming to improve the characterization of neoplastic masses vascularization. Twenty-seven
bitches with histopathological diagnosis of mammary neoplasia were submitted to tumor
Dopplerfluxometric evaluation and collection of neoplastic fragments to analyze the gene expression of
VEGF, FLT-1, FLK-1 and ATR1. Were found 22 epithelial (carcinomas) and five mesenchymal
(sarcomas) tumors. Positive correlation was observed between FLT-1 and PS, Pl and RI. FLK-1
presented a similar positive correlation with the PS and Pl parameters, and a tendency for Rl (r= 0.45,
P= 0.07), whereas VEGF showed a positive correlation just with Pl. VEGF also showed a positive
correlation with its receptors, but did not present a correlation with ATR1. FLT-1 and FLK-1 also
showed positive correlation with each other, and with ATR1. There was higher mean expression of VEGF
in epithelial tumors than in mesenchymal ones. The PS, Pl and RI associated with the expression of
VEGF and its receptors have been shown to be relevant to characterize neovascularization of malignant
tumors, and the differentiated expression of VEGF between the types of mammary tumors, may be an
auxiliary indicator in the characterization of malignant breast cancers in bitches.
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INTRODUCAO tumores que acometem fémeas dessa espécie

(Feliciano et al., 2012a) e determinando interesse

Tumor mamario canino € considerado a crescente sobre sua avaliagdo, uma vez que
neoplasia mais comum em cadelas ndo castradas, podem servir como modelo animal para estudo
atingindo uma taxa media superior a 50% dos em humanos, dada a semelhanca dos aspectos

tumorais entre as espécies (Cassali et al., 2014).
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Ao longo das ultimas décadas, foi estabelecido,
por meio de pesquisas, que, como condicdo
essencial para o desenvolvimento tumoral, faz-se
necessaria a manutencdo de um adequado e
continuo suprimento sanguineo das células
neoplésicas. Essa perfusdo tecidual exacerbada
se deve ao desenvolvimento de microvasos
oriundos de células endoteliais pertencentes a
capilares circunjacentes as células tumorais,
processo este denominado de neovascularizagdo
ou angiogénese (Folkman e Klagsbrun, 1987;
Pinho, 2005).

A ultrassonografia Doppler é uma ferramenta
que permite a obtencdo de informacbes em
tempo real, sobre  variados  aspectos
hemodindmicos dos vasos, como a presenca, a
diregdo e o tipo de fluxo sanguineo (Carvalho et
al., 2008). Essa analise envolve a mensuracdo de
diferentes velocidades de fluxo que possibilitam,
com base nesses dados, a obtencdo de outras
informagdes, como o0s chamados indices
Doppler. Os principais indices utilizados sdo a
relagdo sistole-diastole (S/D), o indice de
resistividade (IR) e o indice de pulsatilidade (IP),
tendo eles sido empregados na identificacdo de
alteracBes vasculares diversas (Carvalho et al.,
2008; Feliciano et al., 2012b). A perfusdo
sanguinea de processos tumorais também tem
sido alvo de pesquisas por meio da
ultrassonografia Doppler, correlacionando seus
resultados a possiveis progndsticos de cada lesdo
(Nastri et al., 2011).

O padrdo de crescimento neoplasico esta
relacionado ao desenvolvimento de
neovascularizagcBes, as quais ocorrem em
decorréncia de  diversos fatores locais
estimulantes desse processo (Pinho, 2005). Uma
vasta gama de fatores de crescimento j& foi
identificada como promotores ou inibidores da
angiogénese (Ribatti et al., 2002), dentre 0s quais
se pode citar a angiotensina Il (ANG I1) e o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) como
estimuladores da formacdo de vasos sanguineos
(Feliciano et al., 2012b).

A ANG Il é o peptideo biologicamente ativo do
sistema renina-angiotensina, constituindo um
regulador importante da homeostase
cardiovascular, além de ser reconhecida como
um potente mitégeno (Deshayes e Nahmias,
2005). A ANG Il também apresenta atuagédo em
variados processos patoldgicos, sendo descrita
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como componente participativo da migracdo e
proliferacédo celular, podendo estar envolvida em
formagdes neoplésicas (Nouet e Nahmias, 2000).
Seu receptor ATR1 ja foi identificado com
incremento de sua expressdo em mulheres com
carcinoma mamario (Paepe et al., 2001). Outros
estudos constataram ainda que esses receptores
atuam no aumento dos niveis do fator de
crescimento  vascular  endotelial  (VEGF),
sugerindo a atuacio da ANG Il na
permeabilidade vascular (Zhang et al., 2004).

O VEGF, também chamado de fator de
permeabilidade vascular (VPF), é considerado
um potente mitégeno de células endoteliais e tem
sido o fator pré-angiogénico mais estudado na
oncologia humana (Rebélo, 2009). Sua a¢do nas
células endoteliais € mediada por dois principais
receptores, 0 FLT-1 e o FLK-1, e 0 aumento das
suas expressdes tem sido correlacionado com o
aumento do risco de metastase em variados
tumores humanaos, entre eles as neoformagdes do
tecido mamario (Yoshiji et al., 1996; Pavlakis et
al., 2008). Na medicina veterinaria, no entanto,
apenas estudos mais recentes tém se dedicado na
avaliagdo do VEGF na rotina oncoldgica dos
animais de companhia, havendo escassas
informagBes referentes & relagdo entre a
expressao génica desse fator e caracteristicas
hemodindmicas dessas espécies (Feliciano et al.,
2012b)

Diante do exposto e visando a associacdo da
ultrassonografia Doppler com a andlise da
expressdao génica de fatores angiogénicos,
objetivou-se  neste  estudo  avaliar o
comportamento dos indices Doppler e a
expressdo dos genes relacionados com a
neovascularizagdo, a fim de melhorar a
caracterizacdo da vascularizagdo das massas
neoplasicas e, assim, possibilitar melhor
orientacdo da conduta terapéutica para cada caso.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 27 cadelas, provenientes do
atendimento do Hospital Veterinario, sendo estas
encaminhadas com prévia avaliagdo clinica e
laboratorial, sem distincdo por idade ou raga,
para a selecdo do grupo amostral. Para cada
cadela avaliada, foi realizada uma ficha de
identificacdo com os dados relacionados ao
histérico reprodutivo delas e as principais
caracteristicas tumorais, bem como informacGes
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relativas a localizacdo anatdmica e ao tempo de
evolugdo dos nodulos mamarios, além de
principais caracteristicas das massas tumorais.
Durante avaliagdo macroscopica, verificou-se a
consisténcia, as dimensdes e o grau de aderéncia
das lesdes em tecidos adjacentes, assim como a
presenca ou auséncia de areas ulcerativas. Nas
cadelas que apresentavam mais de uma
nodulacdo nas glandulas mamarias, apenas a
maior delas foi utilizada no estudo.

Este projeto foi encaminhado para a Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, apresentando
licenca de numero 0095/2015.

Os animais foram submetidos & tricotomia da
regido abdominal ventral previamente a
realizacdo dos exames, sendo todas as avaliagdes
ultrassonograficas realizadas com ultrassom
(VetMed - Mindray®) apresentando transdutor
microconvexo multifrequencial (6 a 8MHz) e
sendo estabelecido o uso da maior frequéncia
para analise das lesdes tumorais. Durante a
avaliacdo ultrassonogréfica, ndo foi realizada
sedacdo ou anestesia. A paciente permanecia em
decubito dorsal e/ou lateral, variando-se o
posicionamento de acordo com o melhor acesso
a glandula maméria comprometida.
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Figura 1. A) Imagem ultrassonogréafica de tumor de mama canino de aspecto cavitario, apresentando

Foi realizada a analise da massa pelo modo
bidimensional para identificacdo das estruturas
vasculares. Uma vez localizados os vasos de
maior calibre, foi aplicada a técnica do Doppler
colorido, seguida do Doppler pulsado para a
avaliacdo dos fluxos arteriais e venosos presentes
na lesdo neoplasica. Realizou-se a correcdo do
angulo de insonacdo entre o fluxo de Doppler
e a direcio do segmento vascular para
aproximadamente 60°, sendo obtidos e avaliados
trés ciclos consecutivos de velocidades e
amplitudes similares, de cada vaso. A velocidade
de pico sistélico (PS), velocidade diastolica final
(ED), velocidade média do ciclo (TAMAX),
relacdo sistole / diéstole (S/D), assim como 0s
valores do indice de resistividade (RI)
(Pourcelot, 1974) e do indice de pulsatilidade
(PI) (Gosling et al., 1971) da neovascularizagdo
tumoral foram calculados automaticamente pelo
software do ultrassom (Fig. 1).

Realizados os exames ultrassonograficos, as
cadelas foram submetidas a ressec¢do cirdrgica
da cadeia mamaéria acometida e as respectivas
nodulagfes, com posterior obtencdo das medidas
tumorais e coleta do fragmento para analise
histopatoldgica (Fig. 2).

Angle 60°
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ecogenicidade mista e ecotextura heterogénea; B) Dopplerfluxometria do nédulo mamario com avaliagdo

dos principais parametros hemodinadmicos da leséo.
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Figura 2. Resseccdo cirdrgica de neoformacdo mamaria ulcerada (A). Imagens B, C e D demonstram,
respectivamente, a mensuracdo de largura, comprimento e altura da massa tumoral.

As amostras foram fixadas em formaldeido 10%
(v/v) preparado em PBS 0,01M e pH 7,2. Os
fragmentos foram submetidos a clivagem, sendo,
em seguida, processados de acordo com as
técnicas de rotina para inclusdo em blocos de
parafina, cortados em micrétomo rotativo 4
micrometros e corados pela técnica da
hematoxilina-eosina (HE), segundo metodologia
descrita por Behmer et al. (1976). O diagndstico
histopatolégico baseou-se na classificacdo
proposta por Cassali et al. (2014). Nos casos em
que ndo houve a confirmacdo histopatoldgica de
neoplasia mamaria, foi determinada a exclusdo
do animal do grupo amostral.

Foram coletados aproximadamente 2 a 3g de
tecido tumoral de cada amostra selecionada,
sendo essas amostras acondicionadas em
criotubos de 2mL acrescidos de TRI® Reagente.
As amostras foram transportadas em temperatura
de 4°C ao laboratério e, em seguida,
armazenadas em ultra-freezer (-80°C) para
posterior isolamento do RNA total.

Para o isolamento do RNA total, as amostras de
tecido tumoral foram maceradas utilizando-se
laminas de bisturi e pinga, sendo, logo apés,
realizado o protocolo (Trizol) sugerido pelo
fabricante, com modificacGes.

Para a extracdo, foram adicionados 500pL de
TRI® Reagente por amostra. Essas amostras
foram deixadas em repouso por 15 minutos; na
sequéncia, adicionaram-se 100uL de cloroférmio
(PA) e, novamente, elas foram colocadas em
repouso por mais 15 minutos. As amostras foram
centrifugadas na rotagdo de 12.000g por 15
minutos; em seguida, foram retirados 500pL de
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sobrenadante, o qual foi colocado em um novo
tubo coletor de 1,5mL. Ao sobrenadante coletado
adicionou-se a mesma propor¢do (1:1) de
isopropanol (PA), e ele foi deixado 12 horas em
freezer (-20°C) para prosseguir a extragdo. Apds
0 descanso, as amostras foram centrifugadas na
rotagdo de 12.000g por 15 minutos e descartou-
se calmamente o sobrenadante. Ao tubo foram
adicionados 500puL de etanol 70%, para retirar
impurezas, o qual foi centrifugado na rotacdo
maxima, por cinco minutos. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente
descartado e o tubo deixado em repouso por 15
minutos, ao qual foi adicionada agua Milli-Q
para a eluicdo do RNA total.

Para eliminar a contaminacdo com DNA
genbmico, todas as amostras de RNA foram
tratadas com RNA-free DNAse (Promega,
Madison, USA). O RNA foi quantificado pela
absorbancia em 260nm, e a pureza do RNA foi
determinada com base na relacdo de 260/280nm
por espectrofotometria (NanoVue - PLUS™).
Somente amostras com relacdo entre 1,8 e 2,0
foram utilizadas.

Na obtencdo do DNA complementar total
(cDNA), foi utilizado o Kit ImProm-11™
Reverse Transcription System (Promega®),
sendo adicionado 1uL do oligonucleotideo
iniciador (Oligo(dT)15) e random ao volume de
4ul. do RNA total. Todas as amostras foram
padronizadas para 1pg, em seguida incubadas em
termobloco a 70°C por cinco minutos e esfriadas
a 4°C por mais cinco minutos. A essa mistura
foram adicionados 4uL do buffer Improm-11™
(5X), 2,4uL de MgCI12 (1,5mM), dNTP (0,5mM
de cada dNTP) e 1,0 da enzima transcriptase
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reversa Improm-1ITM, totalizando um volume
final de 20uL da reagdo, incubada em
termobloco 25°C por cinco minutos, 42°C por 60
minutos e inativacdo da enzima em 70°C por 15
minutos.

A expressio do mRNA para 0s genes
relacionados a neovascularizacdo (VEGF, FLT-
1, FLK-1, ATR1), avaliada por meio da
amplificacdo de segmentos dos genes com 0s
oligonucleotideos iniciadores, estad relacionada
na Tab. 1.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos usados para a amplificacdo de cada gene em reacfes de PCR

Real-Time
Genes Sequéncia Amplificacdo (bp) Referéncia / GeBank
F: CAGTGCCTCTCTCTCAAGGC
VEGF R: GCTGGCAGGGAACGTCTAAT 127 KM_540047.5
F: AGTAGCACTCTGCTGGCTTC
FLT-1 R: GTGTGAGGTCAGAAAGCCCC 130 KM_534520.5
F: CACGGAGTTGAGCTGTCTGT
FLK-1 R: TCCCAGTTGAAGTCAAGCCC 89 NM_001048024.1
F: TTTTAGCCGCATCTCCAGGG
ATRL R: AGGCTTTTGGCCAGATCCAA 123 XM_005634552.2
GAPDH F: GTAGTGAAGCAGGCATCGGA 108 NM_001003142.2

R: GTCGAAGGTGGAAGAGTGGG

Todos os genes foram construidos utilizando-se o
programa Pick primer disponivel no banco de
dados do National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD (NCBI). As
sequéncias apresentaram 100% de homologia
para a espécie canina.

As reacles de Real-time PCR foram realizadas
com o kit de amplificacdo MeltDoctor™ HRM-
Master Mix (Applied Biosystems), em
termociclador (Rotor-Gene Q da Qiagen®). As
reacOes foram realizadas em duplicadas com
controle negativo para se identificar reagdes
inespecificas.

Em cada reacdo, foram utilizados 2,0uL do
cDNA (100ng/uL), 10puL do HRM-Master Mix,
0,5uL de primer sense e anti-sense (10pM) e
7,0uL de H20 Milli-Q, totalizando um volume
final de 20pL. Os seguintes ciclos foram
empregados: temperatura inicial de 95°C por
10min (ativagdo da enzima), 45 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 60 segundos
(captacdo da fluorescéncia). As condi¢fes do
Melting foram: temperatura de 60 a 95°C, com
incremento de 0,5°C/cinco segundos.

O gene de referéncia utilizado para normatizar as
expressdes dos genes em estudo foi o GAPDH.
A quantificacdo relativa da expressdo dos genes
foi calculada pelo método 2 — “*“* (Livak e
Schmittgen, 2001).
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Os dados que ndo foram normalmente
distribuidos de acordo com o teste de
Kolmogorov-Smirnov ~ foram  transformados
logaritmo natural.

Para avaliacdo da relacdo entre os genes e as
variaveis Doppler, agrupados por tipo tumoral,
foi realizada analise de correlagcdo de Pearson.
Para avaliar o comportamento do tipo tumoral
em relacdo as varidveis Doppler e génicas,
utilizou-se andlise de varidncia (ANOVA) com
teste de Tukey, a fim de testar as diferencas entre
as médias. Foi considerado significativo o valor
de P<0,05. Os dados foram apresentados como
média + desvio-padrdo da média.

RESULTADOS

Entre as 27 amostras avaliadas, foram
observadas massas tumorais com tamanho médio
de 6,8+3,2cm, estando as lesdes localizadas em
glandula mamaéria inguinal em 55% dos casos.
Os nddulos, em sua maioria, apresentaram-se
superficiais a inspecdo e a palpacdo, o que
demonstra ulceragBes em apenas 10% das
amostras.

Foram identificados, ao exame histopatoldgico,
13 tipos diferentes de tumores (Tab. 2). Devido a
variabilidade dos tipos tumorais, 0s tumores
foram agrupados, de acordo com sua origem, em
22 de origem epitelial e cinco de origem
mesenquimal.
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Tabela 2. Classificacdo histopatoldgica dos tumores mamarios caninos e suas respectivas frequéncias e
tamanhos

Amostras
Tipo tumoral NUmero (%) Tamanho* (cm)

Carcinoma em tumor misto 8 (29.6) 1,2 -10,2**
Carcinoma tubular 6 (22.2) 1,3-10,1**
Carcinoma in situ 2(7.4) 7,8 -11,0**
Carcinoma solido 2(7.4) 2,7-9,0%*
Sarcoma em tumor misto 1(3.7) 6,0
Adenomioepitelioma maligno 13.7) 0,8
Carcinoma anaplasico 13.7) 12,2
Carcinoma mucionoso 13.7) 8,0
Carcinoma papilifero 13.7) 5,0
Carcinoma rico em lipideos 13.7) 1,0
Fibrossarcoma 1(3.7) 11,3
Hemangiossarcoma 1(3.7) 6,2
Lipossarcoma 1(3.7) 7,9

*Foi considerada a maior dimensdo de cada amostra tumoral.
**Menor e maior tamanho de lesdo tumoral para o tipo histoldgico.

No que se refere a avaliagéo apresentou correlagdo positiva com  seus

Dopplerfluxométrica, sete lesdes neoplasicas ndo
apresentaram vascularizacdo mensuravel por
meio do exame, em trés das quais ndo foi, ao
menos, detectada a presenca de fluxo vascular.

Mediante a andlise dos dados, foi observada
correlacdo positiva entre o receptor FLT-1 e as
variaveis Doppler de velocidade de pico sistolico
(PS) (r= 0,22, P= 0,05), indice de pulsatilidade
(P) (r= 0,93, P< 0,0001) e indice de
resistividade (RI) (r= 0.46, P= 0,05). O receptor
FLK-1 apresentou correlacdo igualmente positiva
com os parametros PS (r= 0,28, P=0,03) e PI (r=
0,96, P< 0,0001) e uma tendéncia para RI (r=
0.45, P= 0.07). O VEGF apresentou correlagdo
positiva com PI (r= 0.47, P= 0,05). Nao foram
observadas correlacBes significativas entre os
demais genes e as variaveis
Dopplerfluxométricas.

Foram observadas correlagfes significativas
entre a expressdo dos genes estudados. O VEGF
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receptores FLT-1 (r= 0,92, P= 0,0001) e FLK-1
(r= 0,34, P= 0,0052), porém ndo apresentou
correlagdo com o receptor da angiotensina
(ATR1) (r= 0,004, P= 0,8656). Os receptores de
VEGF também apresentaram correlacdo positiva
entre si (r= 0,94, P<0,0001) e com o ATR1
(FLT-1:r=0,49 / P=0,0250; FLK-1: r= 0,63 / P=
0, 0106).

Quanto ao tipo histolégico tumoral, ndo houve
correlacdo significativa com o0s pardmetros
ultrassonogréaficos analisados.

Houve diferenca significativa entre 0s tipos
tumorais quanto & expressdo média do VEGF,
sendo maior entre os tumores epiteliais do que
nos mesenquimais. No entanto, ndo foi
observada a mesma diferenga com as demais
expressdes génicas, bem como com as varidveis
Doppler. Os dados estdo representados na Fig. 3
e na Tab. 3.
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Figura 3. Médias e erro-padrdo da expressdo dos genes avaliados em tumores mamarios de origem

epitelial e mesenquimal de cadelas.

Tabela 3. Médias e desvio-padrdo dos dados Dopplerfluxométricos de tumores mamarios de origem

epitelial e mesenquimal em cadelas

Parametros Doppler Tumores epiteliais Tumores mesenquimais
PS 79,92 + 41,76 84,85 + 30,00
ED 20,88 + 12,37 29,90 + 4,60
TAMAX 35,61 + 18,37 48,79 + 15,71
S/D 5,61 +5,28 2,78 £ 0,63
RI 0,71+0,14 0,63 +0,09
Pl 197+213 1,08+ 0,21

PS = pico sistélico; ED = diastdlica final; TAMAX = velocidade média do ciclo; S/D = relagdo sistole/diastole; Rl =

indice de resistividade; Pl = indice de pulsatilidade.
DISCUSSAO

O maior nimero de neoplasias mamarias de
origem epitelial no grupo experimental utilizado
neste estudo corrobora a descricdo sobre
neoplasias mamarias malignas ja feita por
pesquisas anteriores. O carcinoma mamario é
considerado o mais frequentemente observado
em cadelas, ao passo que 0s sarcomas
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apresentam menor incidéncia nesta espécie
(Misdorp et al., 1999).

A aplicacdo do estudo Doppler em nodulos
mamarios baseia-se na deteccdo de angiogénese
tumoral promotora da formagdo de vasos dentro
e em torno da neoplasia (Nastri et al., 2011). Nos
tumores analisados, ndo foi possivel a
mensuracdo Dopplerfluxométrica da totalidade
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das amostras, evidéncia que também ocorreu em
outros estudos em pacientes humanos (Chao et
al., 1999; Del Cura et al., 2005) e caninos
(Feliciano et al.,, 2012b). Esse fato esta
possivelmente associado ao pequeno tamanho de
algumas massas tumorais que inviabilizaram a
correta visibilizagdo das neovascularizagdes.
Como descrito por Nyman et al. (2006), a
identificacdo dos vasos depende dos seus
respectivos tamanhos, apesar da relevante
sensibilidade da técnica. Além disso, a
capacidade de deteccdo de fluxo por esse método
esta diretamente relacionada a obtencdo do
correto angulo de insonacdo entre o vaso
sanguineo e o feixe sonoro, devendo estar um
perpendicular em relacdo ao outro (Carvalho et
al., 2008).

Quanto aos diferentes estudos ultrassonograficos
ja realizados acerca de tumores mamarios
caninos, apenas alguns descrevem a analise
hemodinamica das lesGes e suas respectivas
velocidades e indices Doppler (Nyman et al.,
2006; Feliciano et al., 2012b). Na medicina
humana, entre as varidveis ultrassonogréaficas
analisadas em estudos oncolégicos de figado e
mama, a PS tem se mostrado importante
indicador de malignidade das lesdes, sendo
descrito que picos acima de 20cm/s estdo
significativamente  relacionados a  lesBes
malignas (Dock et al.,, 1991). O fato de os
valores médios de velocidade de PS neste estudo
terem sido bem superiores a 20cm/s sugere que
esse parametro também seja um critério relevante
para a caracterizacdo de neoplasias mamarias
malignas em cadelas.

A real importancia do Rl na diferenciacéo
tumoral é controversa na literatura. Alguns
autores consideram que a avaliacdo do RI é
relevante para auxilio na diferenciacdo de
neoplasias malignas e benignas, em que massas
com altos valores de RI sugerem maior grau de
malignidade (Gokalp et al., 2009). Entretanto,
outros estudos citam que o desenvolvimento de
vasos patologicos em carcinomas, devido a
resposta a fatores angiogénicos, pode levar a
diminui¢do da resisténcia do fluxo sanguineo
intratumoral (Feliciano et al., 2008). Em cadelas,
a estimativa do RI parece ndo ser uma ferramenta
Gtil para a caracterizagdo de tumores mamarios
malignos. Apesar dos resultados do presente
trabalho demonstrarem correlacdo significativa
dessa variavel com os fatores de angiogénese
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tumoral, ela foi classificada como fraca, assim
como descrito por Feliciano et al. (2012b), que
ndo conseguiram estabelecer relagdo entre o Rl e
o0 Pl com o grau de malignidade das leses.

Neste estudo, foi observada alta correlagdo da
variavel Pl com a maioria dos fatores
angiogénicos analisados (VEGF, FLT-1 e FLK-
1), estando esse achado possivelmente
relacionado a influéncia desses genes no
aumento da perfusdo tumoral. Como descrito por
Yonemaru et al. (2006), a expressdao do VEGF,
simultaneamente a dos seus receptores presentes
nas células endoteliais, estd associada ao
aumento da vascularizacdo, assim como ao
desenvolvimento de processos malignos. Em
humanos, valores aumentados de Pl e Rl podem
indicar uma tendéncia de malignidade de
tumores mamarios, porém este ndo deve ser
considerado o principal critério de malignidade
(Del Cura et al., 2005). Estudos em mulheres
apontam que, apesar de os valores médios de Pl e
Rl serem comprovadamente superiores nos
tumores mamarios malignos, quando se analisam
os valores medios e 0s respectivos desvios-
padrdo, existe uma sobreposicdo dos valores de
Pl e RI, o que impossibilita o estabelecimento de
um ponto de corte entre processos malignos e
benignos (Youssefzadeh et al., 1996; Chao et al.,
1999).

Um dos primeiros estudos da medicina
veterinaria sobre VEGF em neoplasias mamarias
de cées ja descrevia a importancia desse fator na
promogdo da angiogénese e do crescimento
tumoral (Graham e Myers, 1999). A positiva
correlacdo encontrada neste estudo entre a
variavel PS e os receptores do VEGF pode estar
relacionada & influéncia que o FLT-1 e o FLK-1
desempenham no aumento da permeabilidade e
dilatacdo vascular, além do crescimento tumoral
e da inibicdo da apoptose (Restucci et al., 2002).
Neste estudo, o valor médio da expressdo do
VEGF foi maior entre os tumores epiteliais
(carcinomas) quando comparado com a média
dos tumores mesenquimais (sarcomas). Como
descrito por Yoshiji et al. (1996), a expressdo
génica do VEGF apresenta valores de destaque
nos carcinomas mamarios de mulheres quando
comparado com outros marcadores tumorais, o
que indica que o VEGF pode apresentar um
papel crucial na angiogénese de tumores
epiteliais. Apesar de existirem limitadas
pesquisas analisando o VEGF em tumores
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mamarios caninos (Feliciano et al., 2012b), sabe-
se gue seu aumento demonstra associagdo com
maior agressividade do tumor e pode ser uma
ferramenta auxiliar para estabelecimento do
prognostico de pacientes (Nociti et al., 2015).

Embora ja tenha sido descrito que o receptor de
angiotensina Il, o ATR1, apresenta niveis de
expressdo aumentados no tumor de mama de
mulheres (Paepe et al., 2001), ndo foi possivel
demonstrar uma relacdo significativa da
expressdo do ATR1 com a do VEGF, bem como
com as varidveis Doppler. Tal fato estd
possivelmente relacionado & obtencdo de
resultados muito varidveis para esse gene neste
estudo, incluindo amostras em que néo foi obtida
nenhuma expresséo dele.

CONCLUSAO

Os parametros Doppler PS, Pl e RI, associados
com a expressdo do VEGF e seus receptores,
mostraram-se relevantes para caracterizar a
neovascularizagdo de tumores  malignos,
independentemente do tipo tumoral. A maior
expressio do VEGF em tumores mamarios
epiteliais do que nos mesenquimais pode ser um
indicador auxiliar na caracterizacdo de
neoplasias mamarias malignas em cadelas.
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