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RESUMO

Com o aumento da longevidade dos animais domésticos, 0 numero de casos
diagnosticados de neoplasias também vem crescendo e se tornando uma rotina no
atendimento clinico. Entretanto, na medicina veterinaria, 0 pequeno numero de pesquisas
buscando novos marcadores prognosticos e preditivos para neoplasias revelam um imenso
campo de pesquisa a ser desenvolvido quando comparados a medicina humana, onde casos de
micrometastases de tumores sélidos ndo hematologicos na medula 6ssea tém sido amplamente
descritos desde metade do século passado, relacionando a presenca dessas células tumorais
com o processo de carcinogénese e a progressdo tumoral. Mais recentemente, estudos na
medicina veterinaria vém sendo desenvolvidos e publicados comprovando que em animais de
companhia também pode ocorrer micrometastases em medula 6ssea. Diferenciar neoplasias e
identificar a presenga de micrometéstases na medula 6ssea previamente ao diagnostico clinico
ou radiolégico é de extrema importancia para um prognéstico e tratamento adequado do
paciente. A presente revisdo tem como objetivo expor a relevancia da deteccdo de
micrometastases em animais domésticos, assim como métodos de deteccdo, freqiiéncia dos
casos apresentada em estudos, relagdo com a sobrevida dos pacientes e perspectivas futuras na

medicina veterinaria.

Palavras chaves: mielopatia, tumores sélidos, células tumorais disseminadas.



ABSTRACT

With the increasing longevity of domestic animals, the number of diagnosed cases of
neoplasia is also growing and becoming a routine in clinical care. However, in veterinary
medicine, little research looking for new prognostic and predictive markers for neoplasia
reveals an immense field to be developed when compared to human medicine, where cases of
micrometastasis of non-hematologic solid tumors in the bone marrow have been extensively
described since half of the last century, relating the presence of these tumor cells with the
process of carcinogenesis and tumor progression. More recently, studies in veterinary
medicine have been developed and published showing that micrometastasis in the bone
marrow may also occur in pets. Differentiating neoplasias and identifying the presence of
micrometastasis in the bone marrow prior to clinical and radiological diagnosis is of utmost
importance for the prognosis and treatment of the patient. This review aims to expose the
relevance of micrometastasis detection in domestic animals, as well as the development of
detection methods, frequency of cases presented in studies related to patient survival and

future prospects in veterinary medicine.

Keywords: bone marrow disorders, solid tumors, disseminated tumor cells.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da longevidade dos animais domeésticos, o numero de casos
diagnosticados de neoplasias também vem crescendo e se tornando uma rotina no
atendimento clinico (PAOLONI; KHANNA, 2007).Dados da literatura internacional sugerem
que cerca de quatro milhdes de cées e quatro milhdes de gatos sdo diagnosticados com cancer
anualmente (HANSEN; KHANNA, 2004). Um estudo realizado na regido metropolitana de
Sdo Paulo identificou o cancer como a segunda maior causa de mortes em cées (13,28%),
ficando atrés, somente, de doengas infecciosas (35,11%) (BENTUBO et al., 2007).

Animais domesticos e humanos compartilham semelhantes estruturas anatémicas,
respostas fisioldgicas, e processos patogénicos. Além disso, ha influéncia sobre populacdo
animal em relacdo ao espaco geogréafico, status econémico, distribuicdo e historia natural de
doencas, bem como o0 acesso a servigos de satide (PAOLONI; KHANNA, 2007).

Tumores em cdes e humanos possuem muitas caracteristicas similares, incluindo
aparéncia, genética histologica tumoral, alvos moleculares, comportamento biologico, e
resposta a terapias convencionais. A iniciacdo e a progressao tumoral sdo influenciadas por
fatores semelhantes, incluindo a idade, nutricdo, sexo, status reprodutivo e fatores ambientais
(PAOLONI; KHANNA, 2007). Além disso, genoma do céo e o genoma do ser humano séo
semelhantes o suficiente para sugerir que as informacGes obtidas sobre uma espécie podem
ser transferidas e aplicadas a outra (PAOLONI; KHANNA, 2007).

Na medicina humana, casos de micrometastases de tumores ndo hematoldgicos na
medula 6ssea tém sido amplamente descritos desde metade do século passado, relacionando a
presenca dessas células tumorais com o processo de carcinogénese e a progressdo tumoral
(OLIVEIRA, 2009). Mais recentemente, estudos na medicina veterinaria vém sendo
desenvolvidos e publicados comprovando que em animais de companhia também pode
ocorrer micrometastases em medula 6ssea. Diferenciar essas neoplasias e identificar a
presenca de micrometastases na medula éssea (MO) antes que a doenca seja detectada
clinicamente ou radiologicamente é de extrema importancia para um prognostico e tratamento
adequado (LEONG; TSENG, 2014).

Nesse interim, esta revisdo objetiva reportar a importancia da deteccdo de
micrometastases de tumores ndo hematoldgicos na medula 6ssea de animais domesticos, bem
como seus métodos de deteccdo, freqliéncia de casos relatados em estudos, relagdo com a

sobrevida dos pacientes e perspectivas futuras na medicina veterinaria.



2 CASCATA METASTATICA

Metéastase é a disseminacdo de células neoplésicas para outros 6rgdos aonde irdo se
proliferar até formar massas macroscopicas (ARGYLE; KHANNA, 2013). Mesmo nos
momentos iniciais de crescimento do tumor, as células tumorais podem migrar pelo tecido
conjuntivo perineoplasico e atingir as correntes linfaticas e sanguineas mais proximas,
iniciando o processo de metastase precocemente, visto que essas células ja podem apresentar
um fendtipo metastatico quando ainda estdo no sitio primario (PANTEL; BRAKENHOFF,
2004).

O processo metastatico inclui varios passos sequienciais. Inicialmente, a célula tumoral
precisa entrar e sobreviver na circulacdo, podendo fazer isso por via hematogena ou linfatica.
Chegando ao 6rgao, ela precisa migrar da circulacéo para o tecido, onde tera que sobreviver e
se proliferar, e para tal, necessita de um microambiente favordvel com aporte sanguineo
adequado (ARGYLE; KHANNA, 2013).

O conceito do nicho pré-metastatico sugere que um tumor primario modula o
microambiente do sitio secundéario antes da chegada da maioria das células metastaticas. Essa
modulacdo parece ser conseguida através da mobilizacdo e do recrutamento de celulas
primarias especificas, derivadas da medula 6ssea, para 0 microambiente secundario. Tais
células de origem mieldide expressam fator de crescimento vascular endotelial. Curiosamente,
os sitios de metastase tumoral parecem ter preferéncia por locais onde as células mielGides
sdo recrutadas primeiro. Sobrevivendo no sitio distante, as células tumorais devem se
proliferar e modular seu novo meio ambiente para que ocorra a progressao das lesdes
metastaticas. Estudos em andamento provavelmente irdo descobrir uma maior relacdo entre
populacdes de células recrutadas, nicho pré- metastatico e potenciais alvos para terapias
antimetastaticas (ARGYLE; KHANNA, 2013).

No sitio metastatico pode-se encontrar células tumorais isoladas, micrometastases pré
angiogénicas ou grandes metastases vascularizadas (CHAMBERS; GROOM,;
MACDONALD, 2002). As células tumorais também podem ir para um sitio temporario.
Nesse caso, podem se apresentar em estado de dorméncia e possuem uma grande variagdo em
relacdo ao tempo e a distancia para desenvolver a metastase (ARGYLE; KHANNA, 2013).

Células tumorais apresentam um tropismo especifico por determinados 6rgaos. Isso se
deve a caracteristicas tanto das células quanto dos érgdos. O fluxo sanguineo também é um
fator determinante para o sitio de metastase. Sua direcdo e o didmetro de capilares podem

determinar o local de armazenamento das células tumorais e possiveis metastases. As células
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tumorais normalmente sdo bem maiores que as células sanguineas e ficam retidas em alguns
capilares. Essa é a forma mecénica que determina a permanéncias dessas células em um
Orgdo, mas se a metastase ira se desenvolver naquele local vai depender de interacGes
moleculares entre célula e 6rgdo (CHAMBERS; GROOM; MACDONALD, 2002).

Metastases podem aparecer até anos ap0s o tratamento do tumor primério através de
células em estado de dorméncia que resistem a terapias contra o cancer que focam na
multiplicacdo celular (ARGYLE; KHANNA, 2013).

3 MICROAMBIENTE DA MEDULA OSSEA

A medula dssea (em 0ssos longos, costelas, vertebras, pelve, cranio e esterno) é o
centro primario da funcdo hematopoiética. E um 6rgéo difuso, volumoso, distribuido ao longo
das cavidades Osseas, que estd continuamente em atividade. Responsavel pela formacéo,
maturacdo e renovacdo das células sanguineas (eritrécitos, plaquetas e granulécitos) e
fagocitose e degradacao de particulas (SAMUELSON, 2007).

No processo de degradacdo de particulas, ocorre o aprisionamento e fagocitose das
células hematopoéticas envelhecidas e de células ndo hematopoéticas que sofreram apoptose.
No caso das células tumorais, estas ndo sofremapoptose e continuam retidas na medula,
encontrando um meio propicio para a sua sobrevivéncia (RIETHDORF; WIKMAN;
PANTEL, 2008).

A medula 6ssea € subdividida em dois compartimentos: o compartimento vascular,
que € composto por artérias veias e sinusoides, e 0 compartimento hematopoético onde estdo
localizadas as células hematopoéticas (células tronco e células sanguineas imaturas) e a
adventiciais. As células adventiciais e as pequenas fibras reticulares proporcionam suporte
estrutural e ambiente adequado para a formacédo e o desenvolvimento das células sangliineas
(SAMUELSON, 2007).

A matriz estromal da medula dssea (adipdcitos, fibroblastos, macréfagos, células
endoteliais e fibras reticulares - colageno tipo Ill), é responsavel por muitos fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e componentes de matriz extracelular que regulam o
processo hematopoético e as células progenitoras hematopoéticas, promovendo a proliferacdo
e diferenciacdo (KAPLAN; PSAILA; LYDEN, 2006).

A proliferacdo de células-tronco e sua diferenciacdo sdo amplamente guiadas por
fatores especificos de origem local e sistémica. As interleucinas 1 (IL-1), 3 (IL-3) e 6 (IL-6)

séo citocinas que estimulam a atividade mitética das células-tronco hematopoéticas. Além
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disso, fatores de estimulacdo de col6nias especificos, como a eritropoetina e o fator de
estimulagdo de colbnia granulocitica, promovem a mitose e a subsequente diferenciacdo das
células unipotentes (SAMUELSON, 2007).

O fator de crescimento endotelial vascular e seus receptores atuam na formacéo de
NOVOoS vasos, assim como na manutencgdo vascular. Tem importante papel tanto no 0sso como
na medula 6ssea, influenciando o crescimento de células hematopoéticas e na formacdo Gssea
(KAPLAN; PSAILA; LYDEN, 2006).

Dondossolaet al. (2013) evidenciou que células derivadas da medula éssea CD13
positivas, uma protease ligada a membrana, representam uma populagdo de celulas
imunitéarias pré-angiogénicas implicadas na formagdo de vasos sanguineos associados a
tumores.

A complexa interacdo celular envolvendo células hematopoéticas, células estromais e
celulas-tronco com fatores de crescimento, citocinas, fatores estimuladores de col6nias, entre
outros, permite e estimula a proliferacdo celular e vascular. 1sso torna a medula 6ssea um
tecido propicio ao desenvolvimento e manutencdo de tumores metastaticos
(ORAZI;O°'MALLEY; ARBER, 2006).

Assim é sustentado o conceito de especificidade entre células tumorais e 6rgdos
através de interagdes locais entre eles evidenciando a forte influencia do microambiente
(FIDLER, 1999). Analisando essas informagdes, podemos concluir que a possivel
permanéncia das células tumorais na medula 6ssea somada a presenca de fatores que
promovem a proliferacdo e diferenciacdo celular e vascular proporcionam um ambiente fértil
para o desenvolvimento de micrometéstases (FRANCO et al., 2010).

A medula déssea desempenha um importante papel como érgdo indicador de doenca
residual minima (DRM). Além disso, parece ser um 0rgdo que abriga as células tumorais
disseminadas (CTDs), podendo funcionar como um reservatério com capacidade de
reintroduzi-las na corrente sanguinea, possibilitando a ida para O6rgdos distantes e o
desenvolvimento de recorréncias locais (PANTEL; BRAKENHOFF, 2004).

Existem ainda outros fatores hipotéticos sobre a influéncia do microambiente da
medula dssea na manutencao de células tumorais e no desenvolvimento de metastases. Uma
delas é que células derivadas da medula éssea poderiam regular genes responsaveis por iniciar
a cascata metastatica. Outra é que células da linhagem tumoral e células da linhagem mieldide
poderiam se fundir, gerando uma subpopulacao de células tumorais com maior ou menor grau
de malignidade (PAWELEK;CHAKRABORTY, 2008).
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A fusdo é um mecanismo ndo mutacional que pode explicar a expressdo de genes
aberrantes. Muitas moléculas associadas com progressdo tumoral sdo também expressas em
células mieldides saudaveis, agindo diretamente em processos de angiogénese, motilidade,
quimiotaxia, tropismo, sinalizacdo imune, degradacdo e remodelacdo da matriz, respostas a
hipoxia e resisténcia a drogas quimioterdpicas (PAWELEK, 2005). Essas hipoteses s

fortalecem a importancia que a medula éssea tem na cascata metastatica.

4 MICROMETASTASES EM MEDULA OSSEA

Micrometastases sdo formadas por células tumorais identificadas por histopatologia
convencional (coloracdo hematoxilina-eosina e/ou imunocitoguimica) que propagam através
do sistema linfovascular (LEONG; TSENG, 2014). Na maioria das vezes, as micrometastases
possuem uma progressdo ordenada de crescimento que vai do sitio primério para o linfonodo
sentinela e linfonodos regionais, para s6 entdo terem uma distribuicdo para 6rgdos mais
distantes através da medula 6ssea e do sangue. Entretanto, em 15-20% dos casos essas células
tumorais entram diretamente para corrente sanguinea e medula dssea, se disseminando para
o6rgdos distantes do sitio inicial do tumor (LEONG; TSENG, 2014).

A importancia na detec¢do das micrometastases é que a maioria dos pacientes que
desenvolvem tumores ndo vem a Gbito com o tumor primario e sim com as metastases que
desenvolvem anos depois do tratamento (JANNI et al., 2005).

Células tumorais encontradas na medula 6ssea sdo conhecidas como CTDs. Elas
podem extravasar para a circulacdo sanguinea ou funcionar como reservatorio de células
tumorais em estado de dorméncia (GORGES; PANTEL, 2013). Estdo associadas a recidiva e
ao desenvolvimento posterior de doenga metastatica em sitios distantes, bem como na menor
sobrevida e em um pior prognéstico (BRAUN et al., 2005; LIN et al., 2010). A presenca de
CTDs € um fator de mau prognostico, tanto para o desfecho do paciente quanto para a
resposta ao tratamento (RIETHDORF; WIKMAN; PANTEL, 2008; PANTEL;
BRAKENHOFF; BRANDT, 2008).

Células tumorais circulantes (CTCs) séo celulas que se desprendem do tumor primario
ou de suas metastases e se distribuem no sangue periférico, podendo ser Gteis como
biomarcadores. Em seres humanos, a pesquisa dessas células é realizada utilizando a reacéo
de transcricdo reversa, seguida da reacdo de polimerase em cadeia (RT-PCR) que, devido sua

baixa concentracdo no sangue, se mostrou relevante para o prognostico e a monitorizagdo do
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sucesso terapéutico. Estdo correlacionadas com a diminuicdo da sobrevida (CRISCITIELLO;
SOTIRIOU; IGNATIADIS, 2010).

O prognostico dos pacientes com carcinoma, por exemplo, mesmo em casos de
pequenos tumores primarios, é limitado pela freqtiente ocorréncia de recidiva metastatica. Isto
é causado pela DRM na presenca de CTCs e/ ou CTDs. Para identificar estas células na
medula 6ssea, nodulos linfaticos e sangue, foram desenvolvidas técnicas especificas de
deteccdo (PANTEL; BRAKENHOFF; BRANDT, 2008; PANTEL; ALIX-PANABIERES;
RIETHDORF, 2009). Descobertas anteriores sugerem também que CTDs / CTCs sdo capazes
de sobreviver a quimioterapia e a radioterapia por persistirem em um estado de dorméncia ndo
proliferativa ao longo de muitos anos, o que esta provavelmente relacionado com um aumento
do risco de recidiva metastatica (MULLER et al., 2005; SLADE et al., 2005).

Embora a maioria dos resultados sobre a relevéancia clinica das CTDs / CTCs foram
obtidos a partir de pacientes com tumor de mama, h& cada vez mais evidéncias para um papel
fulcral dessa andlise também em pacientes com outros tumores soélidos (PANTEL; ALIX-
PANABIERES; RIETHDORF, 2009).

Micrometastases representam a fisiopatologia da doenca residual minima que
eventualmente levard ao desenvolvimento de metastases e a recidiva da doenca. No entanto,
elas ndo podem ser detectadas por métodos convencionais de estadiamento e podem néo
reagir aos tratamentos quimioterapicos (HIRSCH-GINSBERG, 1998). Pequenos aglomerados
de células cancerigenas podem ser encontrados em uma grande proporcdo de aspirados de
medula Gssea de pacientes acometidos por varios tumores epiteliais, mesmo sem nenhuma
evidéncia de metastase (BRAUN; PANTEL, 1999).

Em humanos, as neoplasias ndo hematogenas que mais freqlientemente fazem
micrometastases em medula Ossea sdo as de prostata, de mama, carcinoma de pulmao,
neuroblastoma, sarcoma de Ewing / tumor neuroectodérmico periférico, rabdomiosarcoma e
melanoma maligno (PAPAC, 1994). Em cdes, o tumor mais frequentemente encontrado € o
tumor de mama (TEDARDI et al., 2014).

A presenca dessas células tumorais representa fator progndstico significante de
diminuicdo da sobrevida, tempo livre de doenca e tempo livre de metéstase a distancia durante
um periodo de seguimento de 10 anos (BRAUN; AUER; MARTH, 2009). Em animais
domeésticos, estamos carentes de estudos de frequiéncia dessa enfermidade. A maior parte dos
estudos publicados relata casos isolados, que muitas vezes apresentam as micrometastases em
medula éssea como um achado acidental. Porém sabe-se que, em cadelas, 0 tumor mamario é

0 mais frequente e que muitas vezes torna-se fatal devido ao desenvolvimento de metéstases



14

distantes. Também se sabe que existem semelhancas entre as espécies, tanto no aspecto
clinico como no molecular (BENJAMIN; LEE; SAUNDERS, 1999; KLOPFLEISCH et al.,
2010).

As CTDs podem permanecer em proliferacdo ou estarem em estado de repouso.
Independentemente dessa condigdo, a presenca de CTD tem sido associada com um estagio
avancado do tumor, células tumorais pouco diferenciadas, metéstase linfonodal e expressao
ausente ou baixa de receptores hormonais (PANTEL; BRAKENHOFF; BRANDT, 2008).

O sucesso da terapia adjuvante é baseado na habilidade de erradicacdo de metastases
ocultas, assim como de células tumorais disseminadas, antes que elas se tornem clinicamente
evidentes (BECKER S, 2006). Frequentemente é observada a resisténcia de algumas células a
quimioterapia que, enquanto permanecem na medula éssea, apresentam-se muitas vezes em
estado de dorméncia, fora da atividade mitotica, consequentemente livres dos efeitos dos
quimioterapicos anti-neoplasicos (BRAUN; AUER; MARTH, 2009). Sendo assim, se mostra
de suma importancia o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para atuar especificamente
na doenca microscépica (BECKER et al., 2006).

5 METODOS DE DETECCAO DIAGNOSTICA

Tumores de origem epitelial s&0 comumente encontrados em pacientes veterinarios.
Seu diagnostico precoce € importante tanto para o progndstico quanto para o tratamento
adequado. Falhas no tratamento podem ocorrer devido a ndo deteccdo de metéstases que
podem estar presente mesmo em diagndstico precoce (TAYLOR et al., 2013).

Em humanos, a presenca de células epiteliais nos aspirados de medula Gssea sao
detectdveis em todos os tipos de carcinomas, com uma prevaléncia média de
aproximadamente 30 a 35% (FUNKE; SCHRAUT, 1998). No entanto, em veterinaria, sdo
raros os estudos que detectam micrometastases em medula éssea (HENSON et al., 1998).

Um dos problemas enfrentados é a falta de padronizacdo nos métodos diagndsticos. As
diferencas metodoldgicas e de escolha de marcadores e anticorpos usados nas deteccBes das
células tumorais vem causando controvérsias em pesquisas e resultados (JANNI et al., 2005).

As CTDs encontradas na medula 0ssea estdo associadas a menor sobrevida, menores
chances de cura, menor tempo de remissdo e maior risco de desenvolvimento de metastases
em sitios distantes. Isso evidencia a importancia de sua detec¢do precoce (BRAUN et al.,
2005; DA COSTA et al., 2011; JANNI et al., 2011).
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Um numero consideravel de técnicas de deteccdo de células raras foi desenvolvido
durante os ultimos anos e estdo sendo continuamente melhoradas. Estas técnicas ajudam na
deteccdo de CTDs na medula dssea e de CTCs no sangue periférico de pacientes com cancer,
mesmo anos antes da ocorréncia de metastases distantes evidentes. No entanto, a analise das
CTDs / CTCs ainda ndo faz parte do estadiamento do tumor na prética clinica humana
(RIETHDORF; PANTEL, 2010) e veterindria (TAYLOR et al., 2013). Isto ocorre,
principalmente, devido a baixa concentracdo dessas células e a conseqiiente dificuldade de
deteccdo com os métodos atualmente disponiveis, especialmente em pacientes com tumores
em fase inicial. Portanto, novas abordagens precisam ser avaliadas para aumentar a
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade deste tipo de diagnéstico (RIETHDORF;
PANTEL, 2010).

Como exemplo, tem-se a técnica de bloco celular, que € um método de enriquecimento
que concentra as células do aspirado de medula 6ssea, auxiliando na deteccao, ja que muitos
marcadores ainda ndo foram estabelecidos. Também permite um exame mais répido e eficaz,
pois concentra as células em uma area pequena de facil visualizacdo quando comparada ao
método citolégico convencional. Além disso, o bloco celular pode ser armazenado para novas
futuras avaliagdes (TAYLOR et al., 2013).

O diagnostico de CTCs / CTDs pode ser utilizado para avaliacdo de progndstico,
estratificacdo de pacientes com riscos de recidivas para terapias diferenciais, além servir como
biomarcador para 0 monitoramento em tempo real da eficacia de terapias sistémicas e auxiliar
no estudo de novas terapias alvos (RIETHDORF; PANTEL, 2010).

5.1 Aspirado de medula dssea

A coleta de medula dssea € indicada para detectar anormalidades que ndo sdo
reconhecidas através do esfregaco sanguineo de rotina, na deteccdo de tumores linfoides e
mieldides, em casos de sindrome mielodisplasica, e para auxiliar no estadiamento de
neoplasias hematopoiéticas e carcinomas (MORITZ et al., 2010).

O local de aspiracdo mais utilizado em cées e gatos é a crista iliaca e o Umero
proximal. O aspirado realizado a partir da crista iliaca de cées pode ser feito com o animal em
estacdo e acordado. Cées ansiosos ou agressivos necessitam de sedacdo ou anestesia geral.
Gatos geralmente precisam ser anestesiados. Para a coleta de medula dssea dessa espécie, a
posicdo adequada é decubito esternal, com os membros posteriores dobrados ao lado do

corpo. A coleta no imero proximal de ambas as espécies é realizada em decubito lateral.
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O local da coleta deveré ser tricotomizado e preparado assepticamente. Cerca de 1-2
mL de uma solugdo de lidocaina a 20% é utilizado para a anestesia local em todos os tecidos,
especialmente no peridsteo. Pode-se utilizar agulha gauge 16-18 com canula de puncdo Klima
Rosegger de 2,5 cm, agulha Rosenthal ou Illinois.

Para a aspiracdo na crista iliaca, a maior proeminéncia da asa do ileo deve ser palpada.
A agulha é inserida com movimentos lentos de rotagdo, em um angulo 45°, paralelo ao eixo
longitudinal do ileo. Ao atingir a medula 6ssea, pode ocorrer uma breve reacao de dor. Apos a
remocao do mandril, uma seringa de 10 mL é acoplada e se aspira aproximadamente 0,5 ml
de medula 6ssea. Amostras sem anticoagulantes produzem um os melhores resultados na

coloracdo. No entanto, os esfregacos devem ser preparados imediatamente apds a coleta.

5.2 Mielograma

Mielograma € o exame para a avaliacdo da medula 6ssea, realizado atraves dacitologia
aspirativa. Ele tem sido amplamente utilizado no diagndstico das doencas do sistema
hematopoiético, no estadiamento das neoplasias e na pesquisa de parasitas. Além disso, pode
ser utilizado para procedimentos terapéuticos (coleta de material e infusdo de substancias)
(ALENCAR et al., 2002).

Apos a coleta da medula 6ssea, o material é transferido para uma placa de Petri
possibilitando a melhor visualizacdo das espiculas medulares. Com um capilar de micro-
hematocrito, captura-se esses fragmentos e, em seguida, transfere-se o conteldo do tubo
capilar para uma lamina, coloca-se sobre ela outra lamina que ir& deslizar sobre o material,
com o objetivo de deixar 0 maior nimero de espiculas no centro da lamina. Para finalizar,
podem ser realizadas técnicas de coloracdo especificas e/ou imunocitoquimica para auxiliar na
avaliacdo citologica (ALENCAR et al., 2002).

5.3 Imunocitoquimica

A imunocitoquimica é uma técnica que detecta materiais especificos, especialmente de
natureza proteinacea, dentro de células, respectivamente. A técnica envolve o acoplamento de
anticorpos (derivados de outras espécies) contra antigenos especificos (uma enzima, citocina,
ou outra molécula). Os anticorpos, por sua vez, sdo tipicamente marcados com um marcador
colorido paramicroscopia Optica ou um tragcador eletrodenso para microscopia eletrénica de

transmissdo. Sua precisdo a torna uma ferramenta potente, que estd sendo cada vez mais
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utilizada na medicina veterinaria. Com esse método, os patologistas conseguem diagnosticar
determinadas doencas e diferenciar populacbes celulares, por exemplo (SAMUELSON,
2007).

A imunocitoquimica facilita a localizacdo das CTDs e possibilita a identificacdo de
neoplasias de diferentes origens, além de permitir a identificacdo de diferentes tipos de
marcadores (enzimas, receptores, produtos de genes, etc.) que estdo relacionados ao
comportamento biologico das neoplasias (ZUCCARI, 2001).

A deteccdo por imunocitoquimica ndo apenas permite a caracterizacdo celular
(tamanho, forma, relacdo nucleo:citoplasma), mas também permite a identificacdo da

localizacédo celular de uma imunorreacao especifica.

5.3.1 Citoqueratinas

Por causa da auséncia de um marcador especifico para antigenos de células tumorais,
antigenos especificos de epitélio, tais como citoqueratinas (CK) associada ao citoesqueleto,
moléculas de adesdo da superficie e receptores de fatores de crescimento, ainda sdo 0s
marcadores de escolha para a deteccdo de CTC (LACROIX, 2006).

As CKs sdo proteinas de queratina que compdem os filamentos intermediarios
encontrados no citoesqueleto dos tecidos epiteliais sadios e dos tecidos tumorais. A familia
das CKs sdo compostas por pelo menos 20 polipeptideos. Com base nisso, sdo numeradas de
1- 20, possuindo diferentes pesos moleculares e pHs. As CKs 1 a 8 sdo chamadas de tipo 1l e
apresentam pH basico, formam pares com suas CKs homélogas que sdo classificadas de 9 a
20 e que apresentam pH &cido.

A expressdo dessas CKs é freqliente em oOrgao ou tecido especifico. Podem ser de
grande utilidade em testes imunohistoquimicos, ja que células tumorais geralmente expressam
as CKs do 6rgdo que séo originadas. Através de anticorpos monoclonais especificos, as CKs
sdo empregadas para detectar e distinguir a origem de células tumorais, sendo Uteis no
diagnostico diferencial de carcinomas (MONTEROS et al., 1999). A medula dssea em
condices fisioldgicas ndo deve conter células positivas para CKs, portanto elas podem ser
empregadas na deteccdo de células epiteliais em medula éssea (TAYLOR et al., 2013).

Para fazer a identificacdo da origem epitelial das CTDs em cées, sdo utilizados
anticorpos monoclonais anti-citogueratina humana, capazes de reconhecer um amplo espectro
de CKs expressadas durante a diferenciacdo epitelial (HOINGHAUS; HEWICKER-
TRAUTWEIN; MISCHKE, 2007).
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Métodos de enriquecimento por imunohistoquimica ou técnicas moleculares ja sdo
utilizados na medicina humana para detec¢do de CTDs (TAYLOR et al., 2013). A vantagem
da imunohistoquimica € que permite, além da deteccdo, a avaliacdo morfologica das células.
Em contra partida, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica mais sensivel
(TAYLOR et al., 2013).

Estudos evidenciam que anticorpos para CKs humano sdo imunoreativos em tecidos
de caninos e felinos demonstrando reatividade cruzada entre anticorpos de filamentos
intermediarios entre essas espécies e possibilitando a utilizagdo para diagndstico de
carcinomas nessas espécies (VOS et al., 1993; MULAS et al., 1995; MONTEROS et al.,
1999; TAYLOR et al., 2013).

6 FREQUENCIA DE ESTUDOS RELATADOS E PERSPECTIVAS PARA A
MEDICINA VETERINARIA

Tumores em cées apresentam histopatologia e comportamento bioldgico semelhantes
aqueles que acometem humanos, além dos fatores epidemiolégicos, clinicopatologicos e
bioguimicos serem similares (KUMARAGURUPARAN; PRATHIBA; NAGINI, 2006). Por
esse motivo, as pesquisas na medicina humana podem servir de inspiragdo para novos
trabalhos em veterinéria e vice e versa.

Henson et al. (1998), diagnosticaram um adenocarcinoma metastatico através do
exame citologico do aspirado de medula 6ssea de um cdo. Os achados foram elevada
celularidade, aglomerados de células epiteliais com pleomorfismo, anisocariose, cromatina
grosseira e figuras de mitoses.

Mischke et al. (2003) detectaram células epiteliais de colangiocarcinoma na medula
Ossea de um cdo através de exame citoldgico e imunocitoldgico com anticorpos para CK7 e
CK20, que ja haviam sido avaliadas para uso em caes por Monteros et al. (1999).

Um estudo analisando a ocorréncia de metastases locais, proximais e a distancia, em
sete cadelas com carcinoma mamario, identificou células tumorais na medula éssea de um dos
animais, através da utilizacdo de CKs nos testes imunohistoquimicos (ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al., 2003).

Jaillardon et al. (2012) relataram o caso de uma cadela de 7 anos que havia removido
uma massa mamaria ha sete meses e apresentava prostracdo, mucosas palidas e numerosas
petéquias e hematomas. O aspirado de medula dssea continha grandes células atipicas

contendo elevada relagdo nucleo:citoplasma, nucleos ovais, multiplos e proeminentes e
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citoplasma basofilico com projecfes das vilosidades. Na analise imunocitoquimica, foram
utilizandos  anticorpos  monoclonais  humanos  anti-citoqueratina,  apresentando
imunorreatividade. O diagnostico foi de carcinoma mamario com coagulacdo intravascular
disseminada (CID), células tumorais disseminadas na medula 6ssea e células tumorais
circulantes no sangue. Esse foi o primeiro relato de carcinoma mamario canino com CTCs e
CID secundéria ao tumor de mama. Devido a deterioracdo clinica e 0 mau prognoéstico, o céo
foi eutanasiado.

Weishaar et al. (2014) descreveram o caso de um Golden Retriever que apos a
remocdo de uma massa sobre o ombro esquerdo, diagnosticada histologicamente como
osteossarcoma, sofreu um procedimento de aspirado de medula, realizado com o intuito de
avaliar a anemia e a trombocitopenia. O mielograma revelou hipoplasia eritréide, hiperplasia
mieldide com um predominancia de precursores primarios e um subconjunto de células ndo-
classificaveis que representavam 20% da populacdo total. Tais células foram descritas
apresentando  citoplasma  moderadamente  basofilico e  vacuolisado, ndcleos
predominantemente individuais e deslocados, cromatina grosseira com um unico nucléolo.
Foi entdo realizado exame imunocitoquimico nas amostras de medula 6ssea e as células
anormais foram positivas para vimentina, confirmando sua origem mesenquimal. O cdo foi
eutanasiado devido a piora na condi¢do clinica e no exame post-mortem, foram encontradas
metastases generalizadas envolvendo pulmdes, figado, rim, coracdo, e medula dssea.
Histopatologicamente as lesdes tumorais foram classificadas como malignas e formadas por
duas populacbes distintas: lipossarcoma e osteossarcoma, consistente com mesenquimoma
maligno.

Piane et al. (2014) relataram o caso de uma fémea, canina, 7 anos com carcinoma
mamario que, a avaliacdo citolégica da medula dssea, revelou uma populacdo de células
coesas e organizadas, com caracteristicas altamente sugestivas de células epiteliais com
marcada anisocitose e anisocariose. O exame imunoistoquimico foi positivo para CK (figura
1).

Figura 1 - Imunoistoquimica para CK no esfregaco de medula éssea de uma cadela com uma
pequena massa mamaria e CID usando anticorpo monoclonal humano para citoqueratina
MNF116. Objetiva 100 x com 06leo de imers&o.
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b

Fonte: (PIANE et al. 2014)

Em humanos, as CTDs também estdo sendo analisadas para presenca de células tronco
tumorais através de marcadores CD44 e CD24 (LINet al., 2011). E possivel que a fus&o entre
células tumorais e células mieldides sejam uma fonte de células-tronco do céancer
(MARHABA; ZOLLER, 2004) evidenciando o quio ampla pode ser a relagdo entre medula
0ssea e metastase tumoral.

A alta prevaléncia de células tronco tumorais pode justificar a reincidéncia da doenca
apos um longo periodo. A identificacdo dessas células é importante para um nova abordagem
terapéutica, melhor controle em longo prazo e maior sobrevida do paciente (MARHABA;
ZOLLER, 2004; REUBEN; LEE; GAO, 2011). Estudos para esses marcadores em veterinaria
podem ser de suma importancia (TAYLOR et al., 2013).

Na oncologia veterinaria, os estudos sobre o valor preditivo de CTCs ainda ndo estdo
disponiveis. No entanto, estudos recentes tém sido capazes de identificar um conjunto de
potenciais marcadores de CTCs em tumores mamarios caninos mostrando uma possibilidade
promissora de uso para diagnostico, progndstico e monitoriza¢do de tratamento em animais
(KLOPFLEISCH et al., 2010; COSTA et al., 2013).

Uma nova proposta de deteccdo de micrometéstases na medula foi realizada por
Wetterwald et al., 2001. Na sua pesquisa foram injetadas células tumorais acrescidas de
luciferase no ventriculo esquerdo de ratos, simulando a propagacdo metastatica. A
bioluminescéncia facilitou a deteccdo microscopica de células tumorais e permitiu a

monitoracdo continua do animal em relacdo ao crescimento metastatico. A proposta desse
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método é acelerar a compreensdo dos eventos moleculares das metéstases e avaliar novas
terapias que visem reprimir as metatases no seu estagio inicial.

Na medicina veterindria em especial, 0 pequeno nimero de pesquisas, buscando novos
marcadores progndsticos e preditivos para neoplasias revela um imenso campo de pesquisa a
ser desenvolvido (ZUCCARI et al., 2008).
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7 CONCLUSAO

E importante despertar o interesse da comunidade cientifica sobre este tema para que
mais estudos, com numeros representativos de pacientes, sejam realizados. Com objetivo de
alcancar maiores conhecimentos sobre a necessidade real de determinar a presenca de células
tumorais em medula 0ssea, identificar marcadores adequados para a deteccdo em animais,
avaliar o valor pratico da pesquisa de micrometatases em medula dssea de cédes e gatos e
padronizar as técnicas de detec¢do. Assim como sua relevancia no diagnostico, sua relacéo
com metastases distantes e na identificacdo da origem tumoral, seu uso na escolha adequada
da terapia.

Uma consideracdo plausivel sobre os estudos levantados é que se faz necesséria a
deteccdo das micrometastases em medula 6ssea de cdes e gatos com tumores solidos, pois
essa ferramenta teria grande importancia na adequacdo do tratamento e auxiliaria em um
prognostico mais criterioso buscando uma melhor e maior sobrevida ao paciente. Com
destaque para pacientes com tumores mamarios de origem epitelial, ja& que esse € o mais
freqUentetumor,tanto em mulheres quanto em cadelas e, em humanos, é o tumor que mais

apresenta formacao de micrometastases em medula dssea.
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