
  

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS 

 

 

 

 

 

 

 

Paulo Edson Baptista Martinelli 

 

 

 

 

 

 

Caracterização do Índice de Cobertura por Pericitos em Neoplasias Mamárias 

Caninas e Seu Papel Como Fator Prognóstico 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Pirassununga 

2022 



 

Paulo Edson Baptista Martinelli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização do Índice de Cobertura por Pericitos em Neoplasias Mamárias 

Caninas e Seu Papel Como Fator Prognóstico 

 

Versão Corrigida 

 

Dissertação apresentada à Faculdade de Zootecnia e 
Engenharia de Alimentos da Universidade de São 
Paulo, como parte dos requisitos para a obtenção do 
título de Mestre em Ciências do programa de 
Biociência Animal 
 
Área de Concentração: Prevenção, diagnóstico e 
terapias inovadoras. 

 

Orientador: Prof. Dr. Ricardo de Francisco Strefezzi 
 

 

 

 

 

 

 

 

Pirassununga 

2022 



 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha catalográfica elaborada pelo 

Serviço de Biblioteca e Informação, FZEA/USP, 
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a) 

 

Permitida a cópia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte - o autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M385 

Martinelli, Paulo Edson Baptista 

Caracterização do Índice de Cobertura por 

Pericitos em Neoplasias Mamárias Caninas e Seu 

Papel Como Fator Prognóstico / Paulo Edson Baptista 

Martinelli ; orientador Ricardo de Francisco 

Strefezzi. -- Pirassununga, 2022. 

50 f. 
 

Dissertação (Mestrado - Programa de Pós-Graduação 

em Biociência Animal) -- Faculdade de Zootecnia e 

Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo. 

1. Microambiente tumoral. 2. Patologia 

veterinária. 3. Oncologia. 4. Câncer. 5. Cadelas. I. 

Strefezzi, Ricardo de Francisco, orient. II. Título. 



 



 

 

 



Agradecimentos 

 

Primeiramente, gostaria de agradecer à Deus por ter me mostrado um novo e 

feliz caminho para a minha vida e que culmina hoje com esta dissertação. 

Em segundo lugar, quero agradecer à Geórgia por toda a compreensão e 

companheirismo nestes anos juntos. À todas palavras de incentivo e de 

perseverança, mesmo nos momentos difíceis. Obrigado por tudo. 

Também agradeço aos meus dois filhos, Gustavo e Henrique, verdadeiros 

presentes de Deus e que me fazem feliz a cada dia! Papai ama muito vocês. 

Ao prof. Ricardo Strefezzi por aceitar me orientar neste projeto! Agradeço 

imensamente pela compreensão que teve sobre as particularidades que eu 

apresentei como orientado e pela ajuda em encontrar os caminhos para 

desenvolvermos este trabalho, tão desafiador e interessante! 

À professora Rose da FCAV-Unesp por ceder os blocos desta pesquisa e por 

me guiar durante a residência neste mundo imenso da patologia veterinária. Um 

exemplo de pessoa e profissional.  

Aos colegas do Laboratório de Patologia Veterinária, Jéssika, Ingrid, Thiago, 

Karina, Bethânia, Bruna, Nathália, Giovanna e Johanna, agradeço pela parceria e 

conversas nestes dois anos. Sem vocês com certeza teria sido mais difícil. 

Agradecimento especial à Lindsay, pela ajuda imediata e de diferentes 

maneiras quando precisei. 

À Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, pela oportunidade de 

realização do curso de mestrado. 

À FAPESP pelo financiamento desta e outras pesquisas do nosso laboratório 

(número do processo 2020/10582-0). 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001. 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 
MARTINELLI, P.E.B. Caracterização do índice de cobertura por pericitos em 

neoplasias mamárias caninas e seu papel como fator prognóstico. 2022. 50 f. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2022. 

 
A angiogênese é um fator importante em tumores mamários caninos e está 

relacionado à malignidade desta neoplasia. Estudos sobre o papel dos pericitos, 

células importantes para a estrutura vascular, ainda não foram realizados nas 

neoplasias mamárias desta espécie e podem ser úteis para o desenvolvimento de 

terapias contra esta enfermidade. Objetivos: Comparar o índice de cobertura por 

pericitos (PCI) da microvasculatura de diferentes subtipos e graus histológicos de 

neoplasias mamárias em cadelas e avaliar a relação entre o PCI e a sobrevida dos 

animais para testar seu valor como fator prognóstico. Metodologia: Foram utilizadas 

78 amostras histopatológicas de diferentes subtipos de neoplasias mamárias 

caninas referentes a 54 animais que foram submetidas à imuno-histoquímica por 

dupla marcação sequencial utilizando anticorpos primários anti-vWF, para marcação 

de células endoteliais e determinação da densidade microvascular (MVD), e anti-α-

SMA, para identificação de pericitos e determinação do PCI (vWF+, α-SMA+ / vWF+, 

α-SMA-). Resultados: O PCI de neoplasias mamárias malignas foi 

significantemente menor (p = 0,0135) que o das benignas (56,93% versus 71,21%), 

mas não houve diferenças entre as MVDs. Posteriormente, os pacientes foram 

separados em dois grupos utilizando-se o ponto de corte de PCI = 70,16%. Não 

foram detectadas diferenças significantes entre as curvas de sobrevida dos grupos 

PCI>70,16% e PCI<70,16%. Conclusões: As neoplasias mamárias em cadelas 

apresentam cobertura de pericitos variável, maior nas neoplasias benignas, o que 

pode indicar maior estabilidade vascular neste grupo. Não foram detectadas 

diferenças significantes para o PCI entre os graus histológicos das neoplasias 

malignas e o PCI não foi considerado um bom fator prognóstico para as neoplasias 

mamárias. 

Palavras-chave: cão, microambiente tumoral, microvasculatura, pericitos, neoplasia 

mamária. 



ABSTRACT 

 
MARTINELLI, P.E.B. Characterization of the pericyte coverage index in canine 

mammary neoplasms and its role as a prognostic factor. 2022. 50 f. Dissertation 

(Masters) – Faculty of Animal Science and Food Engineering, University of São 

Paulo, Pirassununga, 2022. 

 

Angiogenesis is an important factor in canine mammary tumours, related to the 

malignancy of this neoplasm. Research on the role of pericytes, important cells in 

vascular structure, have not been investigated in mammary neoplasms in this 

species and may be useful for the development of therapies against this disease. 

Objectives: To compare the pericyte coverage index (PCI) of the microvasculature 

of different subtypes of canine mammary neoplasms and their histological grades 

and to the evaluate the relation between the PCI and survival of the animals to test its 

its value as a prognostic factor. Methodology: Seventy-eight histopathological 

samples from several subtypes of canine mammary neoplasms were submitted to 

double sequential immunohistochemical staining using an anti-vWF antibody, to 

identify endothelial cells and determine the microvessel density (MVD), and and anti-

α-SMA, for the identification of pericytes to calculate the PCI (vWF+,α-SMA+ /  

vWF+,α-SMA-. Results: The PCI of malignant mammary neoplasms was 

significantly lower (p=0.0135) than benign neoplasms (56.93% versus 71.21%), but 

no differences were found between MVDs. Subsequently, the patients were 

separated in two groups using a cutoff of PCI = 70.16%. No significant differences 

were detected between the survival curves of the subgroups PCI > 70.16% and PCI 

< 70.16%. Conclusions: Mammary neoplasms in bitches have variable pericyte 

coverage, higher in benign neoplasms, which might indicate higher vascular stability 

in this group. No significant differences were found for PCIs between histological 

grades of malignant neoplasms. Complementary studies are needed to determine if 

MVD and PCI are prognostic factor for mammary neoplasms in bitches. 

 

Keywords: dog, tumour microenvironment, microvasculature, pericytes, mammary 

tumours 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
Atualmente, o Brasil é considerado o segundo maior mercado PET do 

mundo, respondendo por cerca de 0,36% do produto interno bruto (PIB) nacional e 

faturando aproximadamente R$ 20 bilhões no ano de 2020 (ABINPET, 2021). Os 

serviços veterinários (clínicas e hospitais), bem como os medicamentos a eles 

relacionados, respondem por 28% deste montante. Tal mercado abrange uma 

crescente população de cães, com mais de 54 milhões de animais e que, igualmente 

à população humana, tem aumentado sua expectativa de vida. Consequentemente, 

estão mais expostos a doenças associadas à senilidade, como o câncer. 

Alguns estudos indicaram que os óbitos associados ao câncer podem 

chegar a 45% em animais acima de 10 anos de idade. Diante disso, é compreensível 

o aumento exponencial dos números de estudos e profissionais focados na 

oncologia veterinária e com o intuito de compreender todas as facetas da 

enfermidade. 

Dentre as diversas neoplasias caninas, o câncer de mama se destaca 

pela sua alta prevalência, compreendendo até 50% das neoplasias na espécie. 

Somam-se a isso, as várias semelhanças do comportamento neoplásico entre 

cadelas e mulheres, fazendo com que a espécie seja um adequado modelo 

experimental para estudar o comportamento tumoral em humanos. 

O microambiente tumoral é foco de diversos estudos dadas suas 

diferentes funções para a implantação, manutenção e perpetuação da neoplasia. É 

uma entidade complexa, que pode variar de acordo com o tipo de câncer e é 

constituída por diferentes atores como células imunológicas, células estromais, 

vasos sanguíneos e matriz extracelular e um agente essencial para a oncogênese. 

Durante a progressão neoplásica uma inter-relação entre as células neoplásicas e as 

diferentes células que compõem o microambiente tumoral é criada, auxiliando a 

manutenção do câncer, bem como sua disseminação e produção de metástases. 

Para transpor problemas inerentes à disseminação tumoral como a 

hipóxia e um microambiente ácido, cria-se uma condição pró-angiogênica 

envolvendo os diferentes componentes do microambiente tumoral a partir da indução 

da proliferação de células endoteliais com o intuito de reestabelecer os suprimentos 
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de oxigênio e nutrientes e excretar diferentes metabólitos. Entretanto, a angiogênese 

tumoral produz vasos sanguíneos intrinsecamente anômalas, com arquitetura débil, 

que facilitam a progressão e metástase tumorais. 

Dentre os diversos fatores observados na angiogênese intratumoral 

atípica, está a ausência dos pericitos. Estas importantes células para a manutenção 

e maturação vascular estão ausentes em parte dos vasos sanguíneos do 

microambiente neoplásico. Diversos estudos em neoplasias em humanos 

correlacionam este fato a um pior prognóstico. Somado a isso, tem sido sugerido 

que os pericitos são uma potencial célula-alvo para novas terapias antineoplásicas.  

Em oncologia veterinária, a caracterização de pericitos tumorais não foi 

realizada. Da mesma forma, não foram encontradas pesquisas publicadas em que 

tenha sido investigada a correlação entre o índice de cobertura por pericitos (PCI) e 

a sobrevida. Diante disso, o presente estudo foi idealizado com o intuito de 

caracterizar a cobertura de pericitos intratumoral em neoplasias mamárias de 

cadelas, avaliar se o PCI é diferente entre tumores benignos e malignos ou entre 

tipos histológicos e graus de malignidade, bem como avaliar seu valor como 

indicador prognóstico quanto à sobrevida dos animais tratados cirurgicamente. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 
De acordo com Ferlay et al., (2021), o câncer de mama é a neoplasia mais 

comum entre as mulheres. É uma enfermidade de grande importância em saúde 

pública o que gera estudos variados sobre prevenção e diagnóstico precoce com o 

intuito de reduzir a morbidade e mortalidade relacionadas a ela (HUMPHREY et al., 

2002). Em 2020 foram diagnosticados mais de 2 milhões de novos casos de câncer 

mamário em mulheres e, desde 2008, há 20% de aumento anual de sua incidência 

juntamente com um aumento de 14% da mortalidade (FERLAY et al., 2021). 

Estudos epidemiológicos ao longo das últimas décadas e, mais recentemente, 

com as publicações sobre o genoma canino, mostraram que esta espécie é 

altamente susceptível ao desenvolvimento espontâneo de neoplasias 

(SENHORELLO et al., 2020). Tais características permitiram empregar os cães 

como modelo comparativo de estudo para neoplasias em humanos, dadas as 

semelhanças interespécies sobre a carcinogênese, epidemiologia, comportamento 

genético, clínico e biológico (SHAFIEE et al., 2013) especialmente em neoplasias 

mamárias. 

As neoplasias mamárias são as mais frequentes em cadelas, e entre 50% e 

85% das neoplasias diagnosticadas são malignas (NUNES et al., 2018; OLIVEIRA 

FILHO et al., 2010; SENHORELLO et al., 2020), apresentando maior propensão ao 

seu desenvolvimento fêmeas adultas a idosas, expostas a hormônios (endógenos ou 

não),  não castradas e obesas (DE NARDI, 2016; WEBSTER et al., 2011) 

O exame histopatológico ainda é considerado o método de diagnóstico 

“padrão ouro” para as neoplasias mamárias e é utilizado para classificação e 

fornecimento de informações prognósticas das cadelas acometidas. Tal classificação 

é baseada em estudo realizado por Goldschmidt et al., (2011) no qual as neoplasias 

mamárias foram classificadas em subtipos diferentes de acordo com achados 

anatomopatológicos das lesões em coloração de rotina (H&E), tendo como base 

critérios morfológicos padronizados pela Organização Mundial de Saúde para 

neoplasias mamárias em mulheres (Tabela 1). 

Os diferentes subtipos são classificados levando em consideração 

características morfológicas das neoplasias como o tipo histológico, arquitetura 
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tecidual, pleomorfismos celular e nuclear, índice mitótico, presença de áreas de 

necrose intratumorais e invasão de lâmina basal. Esta classificação é de suma 

importância, por ser reconhecido como um fator prognóstico independente. 

Recentemente, Canadas et al., (2019) relataram que animais que foram 

diagnosticados com carcinomas simples, carcinomas complexos e carcinomas em 

tumor misto apresentaram maior sobrevida quando comparados a animais 

diagnosticados com carcinossarcoma, resultado semelhante foi obtido por Rasotto et 

al., (2017) que descreveu sobrevida baixa (3 meses) nos animais acometidos por 

carcinossarcoma e carcinoma anaplásico. 

 

Tabela 1- Classificação anatomopatológica de neoplasias mamárias em cadelas. 
 

Neoplasias Malignas 

Epiteliais 

Carcinoma in situ 

Carcinoma Simples 

a) Tubular 

b) Tubulopapilífero 

c) Cístico-papilífero 

d) Cribriforme 

Carcinoma Micropapilar Invasivo 

Carcinoma Sólido 

Comedocarcinoma 

Carcinoma Anaplásico 

Carcinoma surgido de Adenoma/Tumor Misto 

Carcinoma Complexo 

Carcinoma e Mioepitelioma Maligno 

Carcinoma em Tumor Misto 

Carcinoma Ductal 

Carcinoma Papilar Intraductal 

Mesenquimais 

Osteossarcoma 

Condrossarcoma 

Fibrossarcoma 

Hemangiossarcoma 

Outros Sarcomas 

Carcinomas Especiais 

Carcinoma de Células Escamosas 

a) Variante fusiforme 

Carcinoma Adenoescamoso 

Carcinoma Mucinoso 
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Mioepitelioma Maligno 

Carcinoma Inflamatório 

Neoplasias 
Benignas/Hiperplasias/Displasias 

Adenoma Simples 

Adenoma Papilar Intraductal 

Adenoma Ductal 

Fibroadenoma 

Mioepitelioma 

Adenoma Complexo 

Tumor Misto Benigno 

Ectasia Ductal 

Adenose 

Epiteliose 

Papilomatose 

Ginecomastia 

Neoplasias de Mamilo 

Adenoma 

Carcinoma 

Carcinoma com Infiltração Dérmica 

Melanose 
Fonte: GOLDSCHMIDT et al., (2011) 

 

 
Os critérios morfológicos para graduação de acordo com o Sistema de 

Graduação de Nottingham (ELSTON & ELLIS 1998) estão apresentados na Tabela 

2. As variáveis observadas microscopicamente (formação tubular, pleomorfismo 

nuclear e índice mitótico) são pontuadas e somadas, quando notadas em áreas de 

invasão, gerando um escore que permite classificar as neoplasias de grau I (bem 

diferenciadas) a grau III (pouco diferenciadas). 
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Tabela 2: Critérios Morfológicos para Graduação Histopatológica 
 

Pontos Formação Tubular Pleomorfismo Nuclear Número Mitoses 

1 > 75% da amostra 

Núcleos uniformes, pequenos 

nucléolos esporadicamente 

visíveis 0-9 mitoses 

2 

Moderada (10-

75%) da amostra 

Moderada atipia nuclear, núcleos 

hipercromáticos, nucléolos 

proeminentes 10-19 mitoses 

3 < 75% da amostra 

Acentuada atipia, nuclear, 

multinucleação, e nucléolos 

proeminentes > 20 mitoses 

Fonte: (ELSTON and ELLIS, 1998) 

 

 

 
 

 
Tabela 3 - Graduação Histológica de Malignidade de Neoplasias mamárias 
 

Escore Total Grau de Malignidade 

3 a 5 I (Baixo Grau – bem diferenciada) 

6 a 7 II (moderadamente diferenciado) 

8 a 9 III (Alto Grau - pouco diferenciada) 

Fonte: (ELSTON and ELLIS, 1998) 

 

 
O diagnóstico e o prognóstico de neoplasias mamárias são realizados 

associando-se estes diversos critérios morfológicos do exame histopatológico ao 

método imuno-histoquímico, permitindo a investigação de proteínas específicas que, 

por vezes, são indicadores prognósticos e preditivos. Entretanto, ainda há muita 

heterogeneidade entre estudos imuno-histoquímicos para as neoplasias mamárias 

em cães, principalmente devido à variada quantidade de marcadores utilizados para 

os mesmos fins, o que dificulta comparações entre estudos (PEÑA et al., 2013). 

Por este motivo, e baseando-se em diferentes pesquisas e opinião de 
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profissionais veterinários de diferentes áreas, o Consenso Brasileiro sobre o 

Diagnóstico, Prognóstico e Tratamento de Tumores Mamários de Caninos e Felinos, 

em 2019, padronizou o uso de alguns marcadores a serem pesquisados em tumores 

mamários para uso como fatores prognósticos e preditivos (CASSALI et al., 2020). 

De acordo com esta padronização, o painel imuno-histoquímico para 

carcinomas mamários caninos deve pautar-se nas expressões dos receptores de 

estrógeno (RE) e progesterona (RP), de Ki-67 e de ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Os 

receptores hormonais (RE e RP) são considerados indicadores da capacidade de 

progressão das células neoplásicas e existe uma relação inversa entre a expressão 

destes receptores e a o comportamento neoplásico. Assim, em carcinomas 

mamários a menor expressão dos receptores hormonais está relacionada a maior 

tamanho tumoral, a subtipos histológicos mais agressivos e menor sobrevida do 

paciente (COSTA et al., 2002; GERALDES et al., 2000). 

O Ki-67 é um indicador de proliferação celular que apresenta correlação 

negativa com a expressão de RP nas neoplasias mamárias de cadelas menos 

diferenciadas (CASSALI, 2000). É um importante parâmetro prognóstico das lesões 

mamárias e sua expressão aumenta conforme o grau histológico, indicando menor 

tempo de sobrevida. 

Associado ao painel imuno-histoquímico, faz-se necessária a realização do 

estadiamento tumoral, que é estimado de acordo com a observação clínica com o 

auxílio de ferramentas diagnósticas complementares. É estabelecido de acordo com 

o “Sistema TNM” (T = Tamanho Tumoral; N = Envolvimento de Linfonodo Regional; 

M = Presença de Metástases Distantes). Este sistema foi proposto pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) é utilizado para definir a extensão e gravidade do câncer 

(OWEN, 1980), apresentando adaptações de acordo com o tipo neoplásico. 

 Para as neoplasias mamárias em cadelas, utilizam-se três variáveis 

independentes conforme descrito na Tabela 4. Cavalcanti (2006) demonstrou que 

tumorações que mediam 3 cm ou menos, em animais sem metástases nodais ou à 

distância, apresentavam melhor prognóstico e maior sobrevida quando comparada a 

animais que apresentavam neoplasias maiores, com metástase nodal e à distância. 
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Tabela 4 - Estadiamento clínico (TNM) dos tumores mamários caninos 
 

Estadio Tamanho Tumoral Status Nodal Metástase 

I T1<3cm N0 M0 

II T2 3-5 cm N0 M0 

III T3 > 5cm N0 M0 

IV Qualquer 

Tamanho 

N1 M0 

V Qualquer 

Tamanho 

Qualquer N M1 

Fonte: (OWEN, 1980) (Adaptado) 

 
O microambiente tumoral (MAT) é definido como o conjunto de células 

cancerosas ou não, associadas a diferentes elementos da matriz extracelular, que 

interagem entre si e influenciam a perpetuação da doença (ANDERSON; SIMON, 

2020). Destacam-se células estromais como fibroblastos, células mioepiteliais, 

pericitos, células endoteliais sanguíneas e linfáticas, adipócitos, células dendríticas, 

além de leucócitos e componentes da matriz extracelular como colágeno, 

fibronectina, laminina e outros ((JAHANBAN-ESFAHLAN; SEIDI; ZARGHAMI, 2017; 

LI et al., 2021). Neste nicho, vias complexas e redes de sinalização intercelulares, 

bem como interações com componentes não-celulares, levam ao crescimento e 

progressão tumorais, geralmente resultando em baixa resposta a terapias e 

resistência a diferentes medicamentos (BAGHBAN et al., 2020). 

As células do sistema imune são críticas para o desenvolvimento neoplásico. 

Atuam de maneira dicotômica pois podem ser indutoras do crescimento tumoral ou 

supressoras, além de terem a capacidade de produzir moléculas de sinalização 

como o fator de crescimento para o endotélio vascular (VEGF), um importante 

indutor de angiogênese tumoral. Os fibroblastos associados ao câncer também são 

importantes componentes do MAT e têm papel crucial no desenvolvimento tumoral 

por facilitar a comunicação entre as células neoplásicas e demais componentes do 

nicho neoplásico através da secreção de fatores de crescimento e citocinas, que 

estão relacionados à angiogênese, proliferação, e mecanismos de invasão e 

metástase (ANDERSON; SIMON, 2020; LI et al., 2021).  

O endotélio vascular é composto de uma fina e única camada celular que 
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reveste os vasos sanguíneos. A vasculatura no MAT tem como funções o transporte 

de água e nutrientes às células, manutenção homeostática e carreamento de células 

inflamatórias (JIANG et al., 2020).  

Estudo realizado por Folkman (1974, p. 2109 apud Algire & Chalkley, 1945, p. 

73-85) revelou que em tumores sólidos as células endoteliais correspondem a até 

40% do tamanho total da neoplasia e que sua proliferação ocorre a partir de vasos 

sanguíneos pré-existentes no microambiente tumoral. A este processo denominou-

se angiogênese tumoral. 

Diversos ensaios sobre as características da angiogênese tumoral e sua 

correlação com metástases e prognóstico em tumores sólidos de mulheres foram 

desenvolvidos posteriormente, além de muitos outros de oncologia comparada 

(MENG et al., 2015). Costuma-se utilizar a densidade microvascular (microvessel 

density – MVD) como métrica, associando uma maior MVD a neoplasias mais 

agressivas e de pior prognóstico. Cao et al., (2013) demonstraram que a alta MVD e 

a presença de vasos sanguíneos menos diferenciados estavam diretamente 

relacionados a carcinomas renais de maior grau e pior prognóstico. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Yan et al. (2008), He et al. (2015) e Kraby et al., 

(2017) em carcinomas colorretais, carcinomas ovarianos e carcinomas mamários, 

respectivamente.  

Na medicina veterinária, estudos de Graham & Myers (1999), Lavalle et al., 

(2010) e Sleeckx et al.  (2014) também encontraram relação direta entre a MVD, o 

grau histológico e o prognóstico em mastocitomas e neoplasias mamárias em 

cadelas, enquanto Diessler et al. (2017) correlacionou a maior MVD à maior 

probabilidade de êmbolos neoplásicos e metástases nodais em tumores de mama 

caninos. Já em referência à localização da microvasculatura tumoral, estudo recente 

indicou que sua disposição é principalmente peritumoral (SOUZA et al., 2022). 

A angiogênese tumoral é um processo necessário para o desenvolvimento 

tumoral, entretanto, devido a um desbalanço ainda pouco compreendido entre 

fatores pró e antiangiogênicos, a vasculatura das neoplasias apresenta 

características morfológicas peculiares, como grande tortuosidade, grande 

permeabilidade vascular e força compressiva (LI et al., 2021) e, neste cenário, os 

pericitos emergem como célula importante para o controle do MAT. 
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Associado contiguamente ao endotélio vascular, temos os pericitos, células 

cuja importância na modulação de diferentes doenças, dentre elas o câncer, tem 

sido alvo de estudos ao longo da última década. Estas células foram descritas no 

século XIX e, inicialmente, acreditava-se que tinham apenas papel de suporte à 

vasculatura. Atualmente, sabe-se que possuem diferentes papéis no metabolismo, 

além de serem cruciais para a estabilização e sobrevivência dos vasos sanguíneos 

neoformados como arteríolas, vênulas e capilares, tanto em condições fisiológicas 

como em doenças. Estas células compartilham características de macrófagos e 

musculatura lisa, podendo atuar como importante agente imunomodulador em 

doenças neoplásicas, vasculares e cerebrais (LIU; YANG; FAN, 2020) 

Estruturalmente, estão localizados contiguamente à membrana basal dos 

capilares, intimamente opostos às células endoteliais, ao passo que vasos calibrosos 

como artérias e veias são cobertas por células musculares lisas (CMLs). Ambos os 

tipos celulares, pericitos e CMLs, são denominados de células murais (GERHARDT; 

BETSHOLTZ, 2003; YAMAZAKI; MUKOUYAMA, 2018). A cobertura de pericitos 

ocorre na vasculatura de todo o organismo de maneira desigual a depender do 

órgão. A área com maior cobertura de pericitos nos vasos sanguíneos é a barreira 

hematoencefálica, com proporções de células endoteliais/pericitos variando entre 1:1 

a 1:3, enquanto que este índice cai exponencialmente na musculatura estriada 

esquelética (1:100) (DÍAZ-FLORES et al., 2009; MATHIISEN et al., 2010). 

Estudo realizado por Birbrair et al. (2014) confirmou haver dois tipos de 

pericitos, denominados pericitos tipo-1 e tipo-2, que executam tarefas totalmente 

distintas tanto fisiologicamente quanto nas enfermidades. Enquanto os pericitos tipo-

1 são capazes de originar outras células tais como adipócitos e fibroblastos, mas 

não células de linhagem neuronal, pericitos tipo-2 estão associados à grande 

capacidade de produção de linhagens neuronal e de musculatura. Outrossim, os 

mesmos autores indicaram que os pericitos tipo-2 também estão associados à 

angiogênese tumoral e que a interação endotélio-pericito induz a aumento da 

permeabilidade vascular, aumento da taxa de invasão e, consequentemente, 

metástases. 

Durante a angiogênese, estas células são responsáveis por secretar fatores 

de crescimento que estimulam, via reguladores parácrinos e agentes vasoativos, o 

desenvolvimento das células endoteliais a partir de vasos sanguíneos já existentes 
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e, paralelamente, produzem proteases com o intuito de modular a matriz extracelular 

circundante e para facilitar a migração de novos vasos sanguíneos (RIBEIRO; 

OKAMOTO, 2015a; ZHAO; CHAPPELL, 2019). Em contrapartida, estes novos vasos 

sanguíneos formados liberarão fatores para recrutamento de novos pericitos que 

realizarão a função de remodelamento, maturação e estabilização vascular 

(ARMULIK; GENOVÉ; BETSHOLTZ, 2011; GERHARDT; SEMB, 2008).  

Na angiogênese tumoral, da qual participam apenas pericitos tipo-2, ocorre 

evento similar à fisiológica, em que a neovascularização é precedida pelo 

recrutamento e migração dos pericitos (BIRBRAIR et al., 2014; RIBEIRO; 

OKAMOTO, 2015). No entanto, através de mecanismos ainda pouco 

compreendidos, a arquitetura vascular não atinge a maturação completa, levando a 

desordens arquiteturais, sendo mais tortuosos, mais permeáveis e apresentando 

mais alterações funcionais, como ausência ou diminuição da cobertura por pericitos 

(ARMULIK; GENOVÉ; BETSHOLTZ, 2011; BIRBRAIR et al., 2014; HOSAKA et al., 

2016; MORIKAWA et al., 2002). Estas anormalidades medeiam fluxo sanguíneo 

caótico, suportando, em teoria, a disseminação vascular das células tumorais e 

dificultando a difusão de medicamentos quimioterápicos (GOEL et al., 2013). 

A imaturidade vascular e ausência de pericitos foi relacionada à maior 

agressividade neoplásica, incidência de metástases e pior prognóstico em humanos 

com carcinoma colorretal (YONENAGA et al., 2005). Em contrapartida, Gee et al., 

(2003) demonstraram maior cobertura vascular por pericitos associada a tumores 

mais agressivos, maior resistência a terapias adjuvantes e pior prognóstico em 

melanoma e carcinoma renal.  

A avaliação do PCI em tumores mamários humanos apresentou porcentagens 

que variaram de 13% a 88%, sugerindo que o câncer de mama é uma das 

neoplasias sólidas cuja cobertura por pericitos da microvasculatura é mais robusta, 

indicando uma alta necessidade de angiogênese para progressão deste tipo de 

câncer (EBERHARD, 2000; KIM, 2019; KIM et al., 2016b; SHRIVASTAV et al., 

2016). 

Embora tenha ocorrido grande evolução no estudo das características 

ultraestruturais desta célula nos últimos tempos, ainda não é possível confirmar 

todas as suas características moleculares e isso se reflete na grande gama de 
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marcadores imuno-histoquímicos utilizados para sua identificação e expressão. Em 

2003, Gerhardt & Betsholtz afirmaram que “não existe um pan-marcador de 

pericitos” e, passados quase vinte anos, este dilema ainda persiste. Atualmente, os 

diversos estudos imuno-histoquímicos com esta célula têm usado anticorpos 

combinados como α-SMA, desmina, PDGFR-β, NG2, RGS-5 e CD248 (ARMULIK; 

GENOVÉ; BETSHOLTZ, 2011; SHRIVASTAV et al., 2016; YONENAGA et al., 2005; 

ZHAO; CHAPPELL, 2019). A escolha do anticorpo varia de acordo com algumas 

características como o tecido a ser estudado, a espécie e o contexto a que foi 

submetida a amostra (GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003). 

O α-SMA é o marcador imuno-histoquímico mais utilizado nos estudos 

devido à sua abundância apesar de também ser um marcador de miofibroblastos o 

que poderia ser um fator de dificuldade para a caracterização desta célula (KIM, 

2019). Em 2002, Morikawa et al indicaram que o α-SMA não era expresso em 

pericitos quiescentes de tecidos normais. Gerhardt & Betsholtz (2003) indicaram que 

a expressão α-SMA ocorria apenas em células murais maduras e tal dado foi 

confirmado por Wang et al. (2006) que provaram que pericitos expressavam 

proteínas anti-α-SMA. Recentemente, Natarajan et al. (2022) demonstraram que 

grande parte dos vasos sanguíneos intratumorais em cânceres pancreáticos 

expressam o α-SMA, fenômeno este induzido pelas células cancerosas. 

A caracterização da microvasculatura e o papel dos pericitos ainda é fonte 

de estudos (SCOTT et al., 2015) e este interesse se dá principalmente nos 

resultados muitas vezes frustrantes dos tratamentos oncológicos utilizando-se 

drogas antiangiogênicas (JIANG et al., 2018; MENG et al., 2015). Este tipo de 

terapia lança mão de moléculas que inibem a via de sinalização do VEGF, 

destruindo a vasculatura e, em última instância, matando as células tumorais (KIM, 

2019).  

No entanto, ensaio realizado por Li et al., (2018) relatou casos de 

resistência neoplásica aos medicamentos inibidores da angiogênese e há suspeitas 

de que  os pericitos atuem como figura central deste mecanismo de resistência. 

Franco et al. (2011) sugeriram que os pericitos podem proteger as células 

endoteliais destas terapias secretando fatores pró-angiogênicos, enquanto que 

Bergers & Hanahan (2008), em estudo pré-clínico, observaram que os pericitos 

aumentavam a sua cobertura perivascular de maneira adaptativa e, por seguinte, 
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induziam resistência às medicações. 

Em medicina veterinária, não foram encontrados estudos sobre pericitos 

em neoplasias. A sua importância na microvasculatura e no desenvolvimento 

tumoral já estão evidenciados em neoplasias renais, ováricas, de cólon em seres 

humanos e atualmente são fonte de pesquisa para diferentes terapias 

antiangiogênicas.  

A hipótese deste estudo é que os vasos sanguíneos de neoplasias 

mamárias caninas menos diferenciadas apresentem menor cobertura por pericitos, 

semelhante ao observado em mulheres, o que pode indicar a ocorrência de 

angiogênese imperfeita e estar associada a maiores taxas de morte e menor tempo 

de sobrevida devido ao câncer. 

 
 
 

3. OBJETIVOS 
 

 

• Caracterizar a microvasculatura sanguínea de neoplasias mamárias de 

cadelas quanto ao Índice de cobertura Microvascular por Pericitos (PCI); 

• Comparar os PCIs de neoplasias mamárias benignas com os de 

neoplasias mamárias malignas; 

• Comparar os PCIs entre os graus histológicos; 

• Verificar o valor do PCI como indicador prognóstico quanto à sobrevida;  

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
As amostras de neoplasias mamárias foram obtidas junto ao Banco de 

Tumores do Laboratório de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT) da 

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP (FZEA-USP) e ao 

arquivo histopatológico do Setor de Patologia Veterinária das Faculdades de 

Ciências Agrárias e Veterinárias da UNESP, totalizando 78 neoplasias em 54 

animais. O acompanhamento clínico destes animais foi realizado de maneira 

retrospectiva e prospectiva, por meio de pesquisa em prontuários e entrevistas com 

proprietários e/ou veterinários responsáveis. Foram incluídos no estudo os casos 

que continham material em quantidade e qualidade adequadas para imuno-
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histoquímica e dados sobre evolução clínica por um período mínimo de 180 dias 

para casos censurados pela análise estatística. O acompanhamento dos diferentes 

animais foi realizado levando em consideração o subtipo histológico mais agressivo, 

em casos de neoplasias múltiplas. Foram censurados na análise estatística os 

animais que morreram por causas não relacionadas ao tumor e vivos ao final do 

estudo. 

As amostras foram coradas pelo método da H&E, revisadas e classificadas, 

por três observadores de maneira simultânea, segundo Goldschmidt et al. (2011). 

Tal observação em lâminas de rotina também foi utilizada para seleção dos 

fragmentos destinados à imuno-histoquímica. 

A técnica de imuno-histoquímica escolhida foi a de dupla marcação 

sequencial, respeitando as recomendações específicas dos fabricantes para cada 

anticorpo. Resumidamente, cortes histológicos de aproximadamente 4 µm foram 

aderidos a lâminas silanizadas, desparafinados em estufa e imersos em xilol para 

posterior re-hidratação em álcool graduado. A recuperação antigênica foi realizada 

em panela de pressão, por 3 minutos, em solução comercial de Tris/EDTA pH 9.0 

(Envision Flex Target Retrieval Solution High pH, Dako®). O bloqueio da atividade 

da peroxidase endógena foi realizado em solução comercial de Peróxido de 

Hidrogênio a 3% (EasyPath®) e o bloqueio de ligações proteicas inespecíficas foi 

realizada por solução comercial (Protein Block Serum-Free Ready-to-Use, 

EasyPath®). 

Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primário anti-vWF 

(policlonal de coelho, código IR527, em solução pronta para uso, Dako®), para 

marcação de células endoteliais por 60 minutos à temperatura ambiente em câmara 

escura e úmida. O anticorpo secundário (Easylink One, Erviegas®) foi aplicado por 

20 minutos e a reação foi revelada pelo cromógeno 3,3’- Diaminobenzidina (DAB). 

Posteriormente à primeira reação, as lâminas foram tratadas por solução de Ácido 

Sulfúrico 0,2 M por 3 minutos com o intuito de retirar o excesso de anticorpo 

secundário da primeira reação e evitar ligações indesejadas deste com o segundo 

anticorpo primário que foi aplicado posteriormente (PETERSEN et al., 2018). Esta 

etapa se deve ao uso do mesmo anticorpo secundário para ambas reações imuno-

histoquímicas. Em seguida, foi realizado novo bloqueio de peroxidases endógenas e 

incubação com o segundo anticorpo primário, anti-α-actina de músculo liso 
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(monoclonal de camundongo, Clone HHF35, pronto para uso, Dako®), por 60 

minutos à temperatura ambiente em câmara escura e úmida, seguida de nova 

incubação com o anticorpo secundário (Easylink One, Dako®), por 20 minutos. A 

segunda reação foi revelada pelo cromógeno Magenta (Envision Flex HRP Magenta 

Chromogen, Dako®) e as lâminas seguiram para contracoloração com Hematoxilina 

de Harris por 1,5 minutos, seguida por passagem em graduações crescentes de 

álcool, xilol e montagem com resina sintética e lamínula. As lâminas controle 

negativo foram processadas substituindo os anticorpos primários por tampão. O 

controle positivo foi realizado dentro da própria reação imuno-histoquímica, 

observando-se marcação endotelial, de plaquetas e leucócitos para o anticorpo anti-

vWF e da camada média das arteríolas e células mioepiteliais dos lóbulos mamários 

para a alfa-actina de músculo liso. Todas as etapas de lavagem foram realizadas 

com tampão PBS pH 7,6. 

O PCI foi determinado calculando-se a porcentagem de microvasos 

peritumorais duplamente marcados (VWF+/αSMA+) pelo total de capilares 

observados (VWF+/αSMA- + VWF+/αSMA+). Para tanto, foram selecionados 

capilares e vênulas de até 50 µm de diâmetro (GRAHAM & MYERS, 1999) sendo 

contabilizada qualquer célula endotelial ou agregados celulares marcados com DAB. 

As contagens foram realizadas em 5 campos de alta concentração (“hot spots”), à 

objetiva 40x. As áreas selecionadas foram capturadas em microscópio (Leica® 

DM500) acoplado a câmera digital de alta resolução (Leica®, ICC50HD). As cinco 

imagens utilizadas cobriram uma área total de 0,40 mm2. Foram evitadas grandes 

áreas de inflamação, áreas de necrose e de tecido não-neoplásico. 

 

 

5. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 
Os PCIs foram comparados entre tumores malignos e benignos por meio 

do teste de Mann-Whitney e entre os tipos histológicos por meio do teste de Kruskal-

Wallis. As correlações entre os indicadores prognósticos e o tempo de sobrevida 

foram analisadas pelo Teste de Correlação de Spearman. A sobrevida pós-cirúrgica 

foi analisada pelo método de Kaplan-Meier seguido de teste de Mantel-Cox 

(logrank). Os cálculos estatísticos foram realizados com auxílio do software 
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GraphPad Prism® (versão 8 para macOS, GraphPad software, Inc.) e o nível de 

significância foi estabelecido em 5%. 

 

6. RESULTADOS 
 

O diagnóstico, a classificação, a graduação histológica e imuno-histoquímica 

bem como informações foram coletadas 78 amostras de 54 animais, conforme a 

tabela 5. Para a caracterização da cobertura por pericitos foram utilizadas, por 

vezes, amostras de diferentes diagnósticos morfológicos provenientes do mesmo 

animal. Nestes casos, para a realização das correlações de sobrevida, assumiu-se a 

neoplasia mais agressiva para efeitos estatísticos, excluindo-se as outras. 

A média de idade média dos animais do estudo foi de 10,27 ± 2,14 anos e as 

lesões estavam distribuídas em mamas torácicas craniais e caudais 23/78 (29%), 

mamas abdominais craniais e caudais 40/78 (51%) e mamas inguinais 17/78 (20%). 

Tabela 5 – Relação das amostras analisadas em função do diagnóstico 

histopatológico, grau e dados clínicos gerais dos animais. 

Animal Idade Local Diagnóstico Grau Classificação 

1 12 M3D Adenoma Simples 0 Benigno 

2 14 M4D Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

3 6 M4E Adenoma Simples 0 Benigno 

4 8 M4E Adenoma Complexo 0 Benigno 

5 12 M4E Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

6 12 M4E Carcinoma Complexo 1 Maligno 

6 12 M1D Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno 

7 8 M2D Carcinoma Complexo 0 Maligno 

7 8 M1D Adenoma Simples 0 Benigno 

7 8 M4E Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

8 12 M3E Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

8 12 M4E Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

9 8 M2D Carcinoma Complexo 0 Maligno 

10 10 M4D Carcinoma Complexo 1 Maligno 

11 8 M4E Adenoma Ductal 0 Benigno 

12 14 M3E Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno 

12 14 M5E Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

13 11 M3D Carcinoma Complexo 1 Maligno 

14 12 M2D Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

15 11 M4E Carcinoma Simples tubular 2 Maligno 

15 11 M2E Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

16 4 M4D Fibroadenoma 0 Benigno 

17 7 M2E Adenoma Simples 0 Benigno 

17 7 M3E Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

18 9 M5E Adenoma Simples 0 Benigno 

19 11 M5E Carcinoma Complexo 1 Maligno 

20 13 M2D Carcinoma em Tumor Misto 3 Maligno 
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21 11 M4D Carcinoma Micropapilar 1 Maligno 

22 11 M3E Carcinoma In situ 1 Maligno 

23 11 M4D Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

23 11 M5D Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

24 9 M3E Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

25 8 M1E Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

26 8 M2E Carcinoma Complexo 0 Maligno 

27 3 M4E Carcinoma Sólido 3 Maligno 

28 9 M5E Adenoma Simples 0 Benigno 

29 12 M1D Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno 

30 8 M5D Comedocarcinoma 3 Maligno 

30 8 M5D Comedocarcinoma 2 Maligno 

30 8 M5D Comedocarcinoma 3 Maligno 

31 16 M5D Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

31 16 M4D Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

32 12 M2D Carcinoma Anaplásico 3 Maligno 

33 10 M4E Adenoma Simples 0 Benigno 

33 10 M3D Carcinoma Sólido 2 Maligno 

34 10 M5E Carcinoma Complexo 1 Maligno 

35 13 M3D Carcinoma Complexo 1 Maligno 

35 13 M4E Carcinoma Simples Papilar 1 Maligno 

36 11 M3D Carcinoma Simples tubular 2 Maligno 

36 11 M1E Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

37 11 M5E Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

38 9 M3E Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

38 9 M3E Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

39 6 M4E Carcinoma In situ 1 Maligno 

40 8 M2E Carcinoma In situ 1 Maligno 

40 8 M3E Tumor Misto Benigno 0 Benigno 

41 8 M4E Carcinoma Cribriforme 3 Maligno 

42 12 M5D Carcinoma Complexo 1 Maligno 

43 4 M1E Adenoma Complexo 0 Benigno 

44 11 M4D Carcinoma Simples Papilar 2 Maligno 

44 11 M4E Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

44 11 M4D Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

45 11 M4D Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

45 11 M5E Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

46 12 M5D Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

47 14 M2D Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

48 S/I M2E Carcinoma Complexo 0 Maligno 

48 S/I M5E Carcinoma Complexo 2 Maligno 

49 10 M4E Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

49 10 M5D Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

50 15 M2D Carcinoma Complexo 3 Maligno 

50 15 M3E Carcinoma Complexo 3 Maligno 

50 15 M1E Carcinoma em Tumor Misto 3 Maligno 

50 15 M4E Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

51 10 M5E Tumor Misto Benigno 0 Benigno 

52 7 M4D Carcinoma Micropapilar 2 Maligno 

53 11 M3D Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

54 10 M2D Adenoma Simples 0 Benigno 

Legenda: M1D/E: Mama torácica cranial direita/esquerda; M2D/E: Mama torácica caudal 
direita/esquerda; M3D/E: Mama abdominal cranial direita/esquerda; M4D/E: Mama 
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abdominal caudal direita/esquerda; M5D/E: Mama inguinal direita/esquerda. S/I: Sem 
informações. 

Fonte: Arquivo Pessoal 
 

 

Dentre as neoplasias benignas, o adenoma simples foi o mais frequente, 

correspondendo por 7/18 (38%), seguido pelo adenoma complexo 6/18 (33%) 

enquanto que dentre as neoplasias malignas o carcinoma tubulopapilífero 

apresentou maior incidência 15/60 (25%), seguido pelo carcinoma em tumor misto 

12/60 (20%). Com relação ao grau histológico das neoplasias malignas, os tumores 

de grau I corresponderam a 53% (32/60), seguidos pelos de grau II 32% (19/60) e 

grau III 15% (9/60). 

As imunomarcações duplas sequenciais foram positivas para todas as 

amostras do estudo e a sua marcação e controle interno podem observadas na 

Figura 2.  O tipo de microvasculatura contabilizada, o controle positivo e os valores 

observados para cada uma das neoplasias analisadas são apresentadas nas 

Figuras 2 e 3 e na Tabela 6.   

 

Figura 2: Caracterização imuno-histoquímica dupla marcação para 

microvasculatura. 

 
Legenda: A) Controle positivo dentro da reação imuno-histoquímica marcação de endotélio vascular 
(DAB, marrom) e musculatura lisa ou morfologicamente indicativa de pericitos (magenta). Setas 
pretas indicam marcação de microvasculatura por anti-vWF e revelado pelo cromógeno DAB. 
Marcação de microvasculatura associada à cobertura vascular por células indicativas de pericitos 
(cabeça de seta-preta). (Obj 100X) 

Fonte: Arquivo pessoal 
 



28

Figura 3: Caracterização da microvasculatura peritumoral com apresentando 
células de cobertura vascular morfologicamente indicativa de pericitos (α-
SMA+/VWF+) e sem cobertura de pericitos (α-SMA-/ VWF+).

Legenda: A) Microvaso com cobertura de célula morfologicamente indicativa de pericito (seta),
coloração magenta. B) Microvaso sem cobertura de pericito (setas) notar marcação endotelial com
cromógeno DAB (Obj. 100X).

Fonte: Arquivo Pessoal

Tabela 6 - Contagem da Densidade Microvascular Média (MVD), Índice de 
Cobertura Vascular Morfologicamente Indicativa de por Pericitos (PCI), Diagnóstico
Histopatológico, Grau e classificação das neoplasias mamárias.

 

Animal

Densidade 
Microvascular 
Média (MVD)

Índice de
Cobertura 

vascular de 
células

morfogicamente 
indicativas de 

pericito (PCI%) Diagnóstico Grau Classificação
1 10,4 88,46 Adenoma Simples 0 Benigno
2 11,8 76,27 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno
3 11,2 71,43 Adenoma Simples 0 Benigno
4 19,0 76,84 Adenoma Complexo 0 Benigno
5 7,8 74,36 Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno
6 5,8 75,86 Carcinoma Complexo 1 Maligno
6 7,2 77,78 Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno
7 10,8 62,96 Carcinoma Complexo 0 Maligno
7 4,0 85,00 Adenoma Simples 0 Benigno
7 9,2 63,04 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno
8 9,4 85,11 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno
8 24,6 78,86 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno
9 16,2 76,54 Carcinoma Complexo 0 Maligno

B
 

 

A
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10 10,0 52,00 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

11 6,4 65,63 Adenoma Ductal 0 Benigno 

12 12,4 40,32 Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno 

12 9,2 67,39 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

13 12,6 49,21 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

14 10,0 66,00 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

15 12,4 64,52 Carcinoma Simples tubular 2 Maligno 

15 7,2 52,78 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

16 10,6 35,85 Fibroadenoma 0 Benigno 

17 3,4 94,12 Adenoma Simples 0 Benigno 

17 10,8 92,59 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

18 9,0 88,89 Adenoma Simples 0 Benigno 

19 51,2 9,77 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

20 10,0 32,00 Carcinoma em Tumor Misto 3 Maligno 

21 5,0 96,00 Carcinoma Micropapilar 1 Maligno 

22 8,6 81,40 Carcinoma In situ 1 Maligno 

23 12,2 54,10 Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

23 16,8 67,86 Carcinoma em Tumor Misto  Maligno 

24 9,6 27,08 Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

25 10,0 72,00 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

26 10,6 54,72 Carcinoma Complexo 0 Maligno 

27 7,0 45,71 Carcinoma Sólido 3 Maligno 

28 19,8 38,38 Adenoma Simples 0 Benigno 

29 18,0 44,44 Carcinoma em Tumor Misto 1 Maligno 

30 19,4 55,67 Comedocarcinoma 3 Maligno 

30 17,4 50,57 Comedocarcinoma 2 Maligno 

30 14,4 73,61 Comedocarcinoma 3 Maligno 

31 11,4 33,33 Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

31 9,6 85,42 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

32 18,4 76,09 Carcinoma Anaplásico 3 Maligno 

33 13,0 100,00 Adenoma Simples 0 Benigno 

33 10,6 35,85 Carcinoma Sólido 2 Maligno 

34 6,8 64,71 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

35 20,0 23,00 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

35 10,4 63,46 Carcinoma Simples Papilar 1 Maligno 

36 11,6 25,86 Carcinoma Simples tubular 2 Maligno 

36 14,4 43,06 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

37 11,2 78,57 Carcinoma em Tumor Misto 2 Maligno 

38 30,8 36,36 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

38 12,4 27,42 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

39 12,4 83,87 Carcinoma In situ - Maligno 

40 17,2 38,37 Carcinoma In situ - Maligno 

40 9,0 62,22 Tumor Misto Benigno 0 Benigno 

41 22,8 35,09 Carcinoma Cribriforme 3 Maligno 

42 17,2 30,23 Carcinoma Complexo 1 Maligno 

43 9,6 87,50 Adenoma Complexo 0 Benigno 

44 17,8 25,84 Carcinoma Simples Papilar 2 Maligno 

44 17,4 63,22 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

44 22,6 13,27 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

45 10,6 71,70 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

45 7,8 74,36 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

46 9,8 63,27 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

47 8,6 74,42 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 



30 
 

48 6,8 73,53 Carcinoma Complexo 0 Maligno 

48 7,8 56,41 Carcinoma Complexo 2 Maligno 

49 11,6 60,34 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

49 10,8 64,81 Carcinoma Tubulopapilífero 2 Maligno 

50 18,6 35,48 Carcinoma Complexo 3 Maligno 

50 13,6 33,82 Carcinoma Complexo 3 Maligno 

50 21,8 74,31 Carcinoma em Tumor Misto 3 Maligno 

50 8,4 52,38 Carcinoma Simples tubular 1 Maligno 

51 14,4 66,67 Tumor Misto Benigno 0 Benigno 

52 18,0 68,89 Carcinoma Micropapilar 2 Maligno 

53 8,4 76,19 Carcinoma Tubulopapilífero 1 Maligno 

54 26,4 53,03 Adenoma Simples 0 Benigno 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 
Os “hot spots” vasculares para a imunomarcação pelo vWF foram 

frequentemente observadas em localização peritumoral. O MVD médio foi de 13,1 ± 

4,81 mm² em 400X. 

Antes das análises estatísticas para comparações dos parâmetros analisados, 

foram realizados os testes de normalidade de Anderson-Darling e Kolmogorov-

Smirnov, que acusaram que as amostras não apresentavam distribuição normal. Em 

função disso, os dados foram submetidos a testes não-paramétricos (teste de Mann-

Whitney, Spearman e Kruskal-Wallis). 

As neoplasias analisadas foram separadas em dois grupos de acordo com 

sua classificação, denominados neoplasias benignas e neoplasias malignas, 

independentemente da morfologia. Quando comparadas a densidade microvascular 

média (MVD) e cobertura média por pericitos (MPI) entre os dois grupos não foi 

observada diferença estatística (p>0,05) como mostrado nas figuras 4 e 5. 

 

Figura 4: Densidade Microvascular Média (MVD) entre as neoplasias 

mamárias benignas e malignas.  
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Legenda: MVD em neoplasias mamárias caninas (p=0,4109); 
linha pontilhada espessa = mediana; linhas pontilhadas finas = 
quartis.  

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Figura 5: Cobertura Média Vascular de Células Morfologicamente 

Indicativa de Pericitos (MCP) entre as neoplasias mamárias benignas e 

malignas caninas.  
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 Legenda: MCP em neoplasias mamárias caninas (p=0,2515); 
linha pontilhada espessa = mediana; linhas pontilhadas finas = 
quartis.  

Fonte: Arquivo Pessoal 
 
 
 

Ao comparar o PCI entre ambos os grupos, obteve-se diferença estatística 

significante (p = 0,0135), conforme observado na figura 6. 
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Figura 6: Índice de Cobertura Vascular de Células Morfologicamente 

Indicativa de Pericitos de Pericitos (PCI) entre neoplasias benignas e malignas. 
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Legenda: %PCI em neoplasias mamárias caninas (p=0,0135); 
linha pontilhada espessa = mediana; linhas pontilhadas finas = 
quartis.  

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Quando comparados os PCIs dos diferentes graus histológicos das 

neoplasias mamárias malignas, foi considerada a lesão diagnosticada como 

maior grau para cada caso. Os resultados obtidos não foram significantes e 

são observados na figura 7.  

 

Figura 7: Comparação do Índice de Cobertura Vascular de Células 

Morfologicamente Indicativa de Pericitos de Pericitos (PCI) entre diferentes 

graus histológicos entre neoplasias mamárias malignas. 
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Legenda: PCI entre neoplasias mamárias caninas de acordo com 

o grau histológico (p=0,5115); linha pontilhada espessa = 

mediana; linhas pontilhadas finas = quartis.   

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Para a análise de sobrevida, foi construída uma curva ROC comparando 

o PCI de animais censurados (vivos ou óbitos não relacionados à doença) aos 

animais que morreram em função do tumor. A área abaixo da curva foi igual a 53,8% 

(p = 0,7246) (Figura 8). 

 

Figura 8: Curva ROC correlacionando o PCI e a sobrevida dos 

animais do estudo.  
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Legenda: Curva ROC comparando o PCI de animais censurados 
(vivos ou óbitos não relacionados à doença) aos animais que 
morreram em função do tumor. (área abaixo da curva = 0,538; p 
= 0,7246) 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Embora a área abaixo da curva ROC, indicativa da capacidade de 

discriminação do teste diagnóstico, não tenha apresentado um valor alto, 

estabelecemos um valor de corte (cutt-off) de 70,16%, obtido pela maior soma entre 

sensibilidade e especificidade. Em seguida, os casos foram divididos em 2 grupos 

(n=51) e analisados pelo teste de Kaplan-Meier seguido de Mantel-Cox (logrank). 

Além disso, os casos censurados tiveram o limite de cut mínima definido em 180 

dias. Não houve diferença significante entre os grupos com PCI<70,16% e 

PCI>70,16% (Figura 9). 

 

Figura 9: Curva Kaplan-Meier em função do PCI, utilizando cut-off de 

70,16%. 
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Legenda: Kaplan-Meier, utilizando cut-off de 70,16% (p=0,5615, mediana de 
sobrevida para o grupo PCI>70,16% = 810 dias). 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

 
 

   

7. DISCUSSÃO  
 

O câncer mamário é uma doença heterogênea e influenciada por variáveis 

que ditam a sua progressão e desfecho como, por exemplo, a angiogênese. Em 

nosso estudo, buscamos caracterizar, pela primeira vez, a cobertura de pericitos nas 

neoplasias mamárias em cadelas, bem como avaliar o PCI como indicador 

prognóstico e, assim, trazer à discussão da oncologia veterinária, este tipo celular 

que já é alvo de pesquisas há pelo menos uma década.  

Os resultados deste estudo indicam haver diferença nos PCIs entre 

neoplasias mamárias benignas e malignas. Por outro lado, o PCI não foi considerado 

como fator prognóstico quanto à sobrevida pós-cirúrgica, nem foram observadas 

diferenças significantes entre PCIs de neoplasias malignas de diferentes graus de 

malignidade. 

 A cobertura microvascular por pericitos é correlacionada à maturidade 

vascular e diferentes neoplasias em humanos apresentam correlação negativa entre 

este parâmetro e a agressividade tumoral e sobrevida (MǍRGǍRITESCU et al., 

2008; YONENAGA et al., 2005). Surpreendentemente, não foi observada tal 
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interação entre o PCI e a sobrevida dos pacientes, resultado semelhante ao que 

observou Shrivastav et al., (2016) em neoplasias mamárias em mulheres e diferente 

dos dados obtidos por Cooke et al., (2012) para a mesma neoplasia. Uma possível 

explicação para não encontramos diferenças significantes seria baseada na 

característica morfológica da microvasculatura dos tumores mamários, que foi 

descrita como sendo composta por grande número de pericitos em humanos 

(BERGERS & SONG, 2005; EBERHARD, 2000). Tal fator pode ser limitante para 

utilizar o PCI como fator prognóstico, ao menos para este tipo tumoral e com o 

número amostral do presente estudo. 

 Com o intuito de confirmar o PCI como potencial fator prognóstico, 

acreditamos ser interessante realizar comparações deste índice em diferentes 

neoplasias caninas e, se possível, compará-las com resultados obtidos em seres 

humanos, tal qual realizado em nossa pesquisa.  

 Em condições de normalidade, a proporção entre células endoteliais e 

pericitos é bastante variável de acordo com o tecido e sua função (SHEPRO, 1993). 

Em neoplasias, observou-se variação entre 12% a 78% para o PCI (EBERHARD, 

2000). Embora nosso estudo não apresente dados em tecidos normais, 

evidenciamos que neoplasias mamárias benignas de cadelas apresentam PCI 

significativamente maior quando comparadas às malignas (72,48% versus 63,13%). 

No microambiente tumoral, a maior taxa de proliferação celular aumenta a demanda 

por oxigênio, o que incita proliferação vascular (EMAMI NEJAD et al., 2021 apud 

FOLKMAN, 1990 p. 4-7). A angiogênese, inicialmente, produziria vasos imaturos, ou 

seja, com baixa cobertura de pericitos (FERLAND-MCCOLLOUGH et al., 2017). 

Ademais, o processo de proliferação celular é, sabidamente, mais intenso em 

neoplasias malignas quando comparado às benignas (KUMAR, ABBAS, ASTER, 

2020). Estes fatores em conjunto permitem sugerir que a presença de menor 

cobertura por pericitos observada neste estudo neoplasias malignas pode estar 

associado à maior taxa de angiogênese. 

 Esperávamos encontrar, também, relação inversa entre o PCI e o grau 

histológico das neoplasias malignas. Porém, semelhantemente ao observado em 

câncer endometrial, carcinoma de células escamosas oral (CCEO), carcinoma 

urotelial, e carcinoma mamário em humanos, não houve diferenças estatisticamente 

significantes (LIU et al., 2008; O’KEEFFE et al., 2008; SHRIVASTAV et al., 2016; 

STEFANSSON; SALVESEN; AKSLEN, 2006). Carcinomas colorretais e renais 
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apresentam menor PCI conforme aumenta o grau de malignidade (KINOUCHI et al., 

2003; YONENAGA et al., 2005). Paradoxalmente, Kinouchi et al. (2003) observaram 

correlação positiva entre o grau histológico e o PCI em neoplasias renais. 

 Raica et al. (2021) descreveram três diferentes subtipos de vasculatura 

intermediária em carcinoma renal, classificando-os de acordo com a cobertura de 

pericitos. Concluíram que esta distribuição e a proporção entre vasos sanguíneos 

maduros e imaturos são dependentes do tipo histológico. Tais achados permitem 

postular que o PCI seja impactado diretamente pelo tipo de vasculatura 

predominante nas diferentes neoplasias e seus graus. 

A angiogênese tumoral, mensurada pela MVD, têm sido objeto de estudo há 

anos para neoplasias mamárias em mulheres e animais. Na maioria dos estudos, 

observa-se correlação negativa entre o MVD e a sobrevida, mesmo utilizando 

diferentes anticorpos para marcação vascular, como o CD31 (DOS ANJOS et al., 

2019; FERRARI et al., 2019; LAVALLE et al., 2010;  KRISHNAPRIYA et al., 2019; 

SAKALAUSKAITĖ et al., 2022; SLEECKX et al., 2013), o CD34 (WEIDNER et al., 

1991) e o vWF (GRAHAM & MYERS, 1999). Entretanto, não observamos diferenças 

de MVD médio entre as neoplasias mamárias benignas e malignas. 

BOSTWICK et al. (2000) e  NICO et al., (2008) indicam que o tipo de 

anticorpo utilizado para marcação vascular (vWF, CD31 ou CD34), bem como o 

método de contagem, são fatores que podem interferir no resultado do MVD, além 

do tipo de neoplasia utilizada na amostragem. 

Os diferentes anticorpos marcadores pan-vasculares apresentam variações 

importantes na intensidade, na porcentagem de vasos sanguíneos marcados e até 

mesmo na marcação errática de vasos linfáticos, sendo um importante ponto de 

diferenciação entre este estudo e outros que aferiram o MVD de neoplasias 

mamárias caninas. Martin et al. (1997), ao compararem os três diferentes 

marcadores endoteliais mais comuns, concluíram que o vWF apresentou uma 

porcentagem de marcação vascular menor quando comparado ao CD31 e o CD34 e 

também uma menor capacidade de marcação de células endoteliais isoladas. 

Apontamento semelhante foi feito por Benazzi et al. (2014) que comunicaram que 

estudos de angiogênese em carcinoma espinocelular canino apresentaram 

resultados antagônicos, relacionando esta disparidade à diferença entre os 

marcadores endoteliais escolhidos. Porém, optamos pelo anticorpo anti-vWF devido 

à sua marcação mais forte quando comparada ao CD31, necessária para melhor 
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acuidade visual da dupla marcação, muitas vezes sobreposta, do endotélio vascular 

e pericito. 

Outro fator que pode levar a variações na contagem são os diferentes 

métodos existentes para este fim. As principais metodologias encontradas na 

literatura são o método de Chalkley (1943) que consiste em contabilizar, por 

gratícula cuja área compatível de 0,196 mm²; o de Weidner & Semple (1991) que 

realiza a contagem microvascular utilizando áreas diferentes de hot spots” (objetiva 

de 20x - 0,738 mm² - e 40X - 0,1885 mm²); e o de Martin et al., (1997), no qual 

realiza-se a contagem microvascular em 10 campos à Objetiva de 20x após 

localização do hot spot.  

 Também deve ser levada em consideração a localização da microvasculatura 

a ser abordada. Há estudos sobre a angiogênese tumoral em medicina veterinária 

que realizaram a contagem da neovasculatura apenas na localização intratumoral 

(GRAHAM & MYERS, 1999; GRIFFEY et al., 1998). Porém, ainda não há consenso 

sobre a localização ideal para seleção dos “hot spots”. Estudo sobre angiogênese e 

linfangiogênese realizado em 2013 por Sleeckx mostrou não haver diferença 

estatística entre as densidades vasculares das áreas intratumorais e peritumorais, o 

que permitiu embasar a nossa escolha para contagem do MVD pela área 

peritumoral. Apesar de alicerçar nossa escolha sobre a área na qual os vasos seriam 

contabilizados, cabe ressaltar que o mesmo estudo mostrou haver diferença da 

densidade microvascular entre as neoplasias benignas e malignas e mamas 

normais, a depender da localização observada (intratumoral x peritumoral), sendo 

mais abundantes na localização intratumoral. Isto pode explicar porque não 

observamos diferença estatística no MVD entre as neoplasias benignas e malignas 

no nosso estudo. 

Para contagem e avaliação do PCI optamos por seguir o método de 

Yonenaga et al. (2005) e observação à objetiva de 40x. Esta escolha ocorreu devido 

à facilidade de execução do método quando comparado com outros descritos para a 

obtenção do PCI e pela necessidade de observar os pericitos contiguamente aos 

vasos sanguíneos, factível apenas em grande aumento. 

As neoplasias malignas corresponderam a 76% dos casos, porcentagem 

semelhante à encontrada por Oliveira Filho et al. (2010), e inferior aos resultados de 

Rodríguez et al., (2022) que observou que 90% das neoplasias em seu estudo eram 

malignas e de Nunes et al., (2018) cuja porcentagem de câncer mamário foi de 85%. 
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Por outro lado, nossos resultados mostram porcentagem superior aos obtidos por  

Salas et al., (2015b), cujo valor foi ao redor de 60%. Acredita-se que a alta 

porcentagem de diagnósticos malignos possa estar relacionada ao grande hiato de 

tempo decorrido entre o aparecimento e o diagnóstico das neoplasias, pois é sabido 

que o tempo prolongado permite a progressão de neoplasias mamárias benignas em 

malignas (FERREIRA et al., 2009). 

Em relação à localização das tumorações, as mamas abdominais caudais e 

inguinais são as mais afetadas por neoplasias mamárias. Tal relação parece ser 

explicada pela maior taxa de exposição hormonal a que são submetidas, devido 

principalmente à maior quantidade de parênquima existentes nestas mamas 

(CASSALI et al., 2014; SORENMO et al., 2009), resultados também encontrados no 

nosso estudo. 

Embora esta investigação tenha sido bem sucedida em caracterizar o PCI em 

neoplasias mamárias de cadelas, acreditamos que será necessária a realização de 

novas pesquisas sobre esta célula para dirimir algumas dúvidas que nossa pesquisa 

não foi capaz de responder. 

Estudos de neoplasias mamárias em humanos buscaram relacionar o 

tamanho tumoral, o PCI e metástases (SHRIVASTAV et al., 2016), o que não 

conseguimos neste estudo por ausência deste tipo de dado nas informações 

disponíveis em prontuários. Outro fator importante e que não foi desenvolvido em 

nossa pesquisa é a mensuração do MVD e PCI em mamas não neoplásicas de 

cadelas e a observação se há mudanças (aumento/diminuição) do número de 

pericitos entre o tecido normal e os dados das neoplasias obtidos aqui. 

Durante a obtenção das amostras, tivemos uma limitação quanto à variedade 

de tipos histológicos tumorais, bem como neoplasias menos diferenciadas (grau 

III).O número de neoplasias malignas correspondeu a 60 amostras e, dividindo-os 

por grau histológico, as porcentagens foram de 53% (grau I), 32% (grau II) e 15% 

(grau III). Estes dados corroboraram, em parte, um estudo epidemiológico chinês 

para neoplasias mamárias caninas publicado por Zheng et al., (2022) cujas 

porcentagens para os diferentes graus foram de  41%, 32% e 23% respectivamente. 

Ao avaliarmos os dados dos dois estudos, notamos que há mais neoplasias de baixo 

grau e menos neoplasias de alto grau em ambos. Entretanto, nosso número 

amostral é sensivelmente menor (78 casos versus 504 casos).  

Embora o tipo histológico seja um fator prognóstico independente para as 
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neoplasias mamárias e que há diferente sobrevida entre as diferentes neoplasias 

(RASOTTO et al., 2017) nosso estudo não correlacionou estes subtipos ao PCI a fim 

de avaliar uma possível variabilidade intra-tumoral. Tal fato se deve à pouca 

variabilidade entre os tipos tumorais e ao número diminuto das amostras estudadas 

na nossa investigação.  

Para confirmar nossos achados e realizar novos estudos, sugerimos 

realização de estudos complementares com um número maior de amostras. 

Em outros estudos com tumores mamários e componentes do microambiente 

tumoral, o acompanhamento pós-cirúrgico variou entre 12 e 80 meses (CANADAS et 

al., 2019; GARCIA et al., 2021; NUNES et al., 2018, 2019). Esta metodologia difere 

do tempo de acompanhamento clínico de nosso estudo, seis meses, permitindo 

postular que, em caso de acompanhamentos por mais tempo, poderíamos encontrar 

diferenças estatisticamente significantes entre os PCIs das neoplasias malignas ou 

entre os grupos histológicos. Tal acompanhamento foi dificultado devido à ausência 

de dados clínicos nos registros hospitalares dos animais analisados, mostrando a 

importância da obtenção dos dados contínuos e completos pelos serviços de rotina 

diagnóstica e atendimento clínico-cirúrgico, principalmente nos hospitais escola.  

O interesse sobre a compreensão da interação entre pericitos, o 

microambiente tumoral e a angiogênese tem crescido exponencialmente e isso é 

reflexo de diferentes estudos que apontam esta célula como um potencial ator na 

mecânica da resistência neoplásica a este tipo de terapia (MENG et al., 2015; 

MONTEMAGNO; PAGÈS, 2020); Nossos resultados de caracterização deste tipo 

celular também tem a função de destacar os pericitos como relevantes na 

angiogênese tumoral na medicina veterinária e realçar a sua presença como 

possível fator limitante para terapias angiogênicas em medicina veterinária. 

Este estudo representa a primeira tentativa de abordar os pericitos no MAT 

em medicina veterinária. Acreditamos que novos estudos acerca desta célula 

possam avaliar outras variáveis que não aferimos tais como a correlação da 

proliferação vascular e a cobertura por pericitos, se existe relação entre o índice de 

cobertura por pericitos e metástases nodais e/ou a distância e também realizar 

pesquisas em diferentes neoplasias. 
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8. CONCLUSÕES  

• As neoplasias mamárias em cadelas apresentam cobertura por 

pericitos variável; 

• Neoplasias mamárias malignas em cadelas apresentam menor PCI 

quando comparadas às benignas; 

• Não observamos diferenças estatisticamente significantes para o PCI 

entre os diferentes graus de neoplasias malignas; 

• O PCI não foi considerado um bom indicador prognóstico de sobrevida. 
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