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RESUMO

SARANDY, Thais Barroso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2021.
Caracterizacao histomorfométrica e quantificacao do colageno tipo | e lll do
carcinoma mamario canino. Orientador: Lissandro Gongcalves Conceigcao
Coorientadores: Sirley Adriana Bedoya e Emily Correna Carlo Reis.

As neoplasias mamarias sdo comumente encontradas em cédes e a metastase
pulmonar é considerada a principal causa de morte. A remodelagcdo da matriz
extracelular pode influenciar na progressédo, invasdo e metastases. Objetivou-se
caracterizar o carcinoma mamario canino com e sem metastases pulmonares. Foram
selecionadas 26 amostras em blocos de parafina de caes com carcinoma mamario
nos arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria da UFV. Foram realizadas
fotomicrografias e avaliagées dos cortes histologicos em hematoxilina e eosina e
Picrossirius red com luz polarizada. Nas andlises histopatolégicas foram realizadas a
contagem mitética, intensidade da necrose e do infiltrado inflamat6rio e analises
morfométricas do nudcleo, proporcdo das células carcinomatosas, necrose, células
inflamatorias e vasos sanguineos e quantificacdo do colageno tipo | e Ill. A contagem
mitética e a intensidade da necrose foram maiores em carcinomas mamarios de grau
lll. Na analise dos colagenos, a concentracdo dos colagenos tipo | e tipo Il ndo foram
influenciadas pelo grau e ocorréncia de metastase. Nos carcinomas em tumor misto
houve maior quantidade de colageno tipo | nas neoplasias de grau I. A mensuragao
dos nucleos e as proporcbes de células carcinomatosas, necrose, células
inflamatdrias e vasos sanguineos ndo foram significativas em relagcdo aos graus e 0s
grupos. Nos carcinomas em tumor misto houve uma relagéo significativa entre os
nucleos com didmetros maiores e a auséncia de metastases. Os resultados
demonstram que ha maior relagdo entre o grau dos carcinomas mamarios com as
variaveis avaliadas, independente da presenca ou auséncia de metastase pulmonar.
Estudos futuros com maior quantidade de amostras sao recomendados para a
avaliacao das caracteristicas do carcinoma mamario canino e sua relacdo com o

microambiente tumoral e a metastase pulmonar.

Palavras-chave: Cancer de mama. Metastases. Matriz extracelular. Pulmodes.
Morfometria. Picrossirius red. Prognédstico.



ABSTRACT

SARANDY, Thais Barroso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2021.
Histomorphometric characterization and quantification of collagen types | and lil
in canine mammary carcinoma. Advisor: Lissandro Gongalves Conceicao Co-
advisors: Sirley Adriana Bedoya and Emily Correna Carlo Reis.

Mammary neoplasms are commonly found in dogs and lung metastasis is considered
the main cause of death. Extracellular matrix remodeling can influence progression,
invasion and metastases. The objective was to characterize canine mammary
carcinoma with and without lung metastases. Twenty-six samples were selected in
paraffin blocks from dogs with mammary carcinoma from the archives of the
Laboratory of Veterinary Pathology at UFV. Photomicrographs and evaluations of the
histological sections were performed in hematoxylin and eosin and Picrossirius red
with polarized light. In the histopathological analysis, mitotic count, intensity of
necrosis and inflammatory infiltrate and morphometric analysis of the nucleus,
proportion of carcinoma cells, necrosis, inflammatory cells and blood vessels and
quantification of collagen type | and Il were performed. Mitotic count and necrosis
intensity were higher in grade lll breast carcinomas. In the collagen analysis, the
concentration of type | and type Il collagens were not influenced by the degree and
occurrence of metastasis. In mixed tumor carcinomas, there was a greater amount of
type | collagen in grade | neoplasms. The measurement of nuclei and the proportions
of carcinoma cells, necrosis, inflammatory cells and blood vessels were not significant
in relation to grades and groups. In mixed tumor carcinomas, there was a significant
relationship between nuclei with larger diameters and the absence of metastases. The
results demonstrate that there is a greater relationship between the grade of breast
carcinomas and the variables evaluated, regardless of the presence or absence of
lung metastasis. Future studies with more samples are recommended to evaluate the
characteristics of canine mammary carcinoma and its relationship with the tumor
microenvironment and lung metastasis.

Keywords: Breast cancer. Metastases. Lungs. Extracellular matrix. Morphometry.

Picrosirius red. Prognosis.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo comumente encontradas em caes, gatos, humanos e
raras em outras espécies (Goldschmidt et al., 2017). Na espécie canina, sao as
neoplasias com maior incidéncia e representam cerca de 50-70 % das neoplasias
diagnosticadas em cadelas ndo castradas (Sorenmo et al., 2020), sendo que a
metastase pulmonar é considerada a principal causa de morte em cadelas com

carcinoma mamario (Misdorp, 2002).

O exame histopatolégico € considerado o melhor método para o diagnéstico das
neoplasias mamarias (Misdorp, 2017). Por este exame é possivel realizar a
classificacdo e a graduagdo da neoplasia. Além disto, permite serem analisadas
areas de infiltracdo na pele, tecidos moles, vasos sanguineos e linfaticos, a margem
cirdrgica, entre outros componentes que podem ser importantes para o prognostico
(Ferreira et al., 2003). Porém, pode haver subjetividade na avaliagdo histopatoldgica
gue pode ser reduzida com a utilizagdo de analises mais precisas como a técnica de

morfometria (Webster et al., 2011).

Além das alteracdes que ocorrem nas células neoplasicas, 0 microambiente tumoral
também é intensamente alterado, dentre essas alteracbes destacam-se o0 aumento
do numero de fibroblastos, miofibroblastos, infiltrado inflamatério, angiogénese e
remodelagao da matriz extracelular (MEC) (Franco et al., 2010).

A remodelacao da MEC nas neoplasias mamarias pode levar a uma interacao entre
0s componentes da matriz e as células neoplasicas que, por diversos mecanismos,
facilitam a invasao e metastases (Lochter; Bissell, 1995). As fibras de colageno tipo |
sdo os principais constituintes da MEC, sendo que nas neoplasias mamarias
malignas o aumento desta proteina esta diretamente relacionada com a proliferacao,
invasdo e metastases (Provenzano et al., 2008; Brabrand et al., 2015) em linfonodos
regionais (Rizwan et al., 2015) e nos pulmdes (Provenzano et al., 2008).

Na medicina veterinaria foram realizados poucos estudos para o melhor
entendimento dessa interacdo entre o cancer de mama e a MEC em comparacao
aos estudos humanos (Case et al., 2017; Rosen et al., 2020).
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Diante deste contexto, os estudos voltados para a compreenséo das alteragdes dos
componentes da MEC no cancer mamario e suas interagbes com as células
neoplasicas pode ser de grande valor para o desenvolvimento de um melhor
prognéstico e estratégias terapéuticas. Além disso, a espécie canina pode ser
considerada um bom modelo de estudo para neoplasias mamarias na patologia
comparada, por causa da similaridade em diversos aspectos com as neoplasias
mamarias humanas (De Nardi et al., 2016; Gray et al., 2020). Sendo assim,
objetivou-se neste estudo, fazer a caracterizagcao histopatolégica, morfométrica e
quantificar as fibras de colageno tipo | e tipo Ill do carcinoma mamario canino com e

sem metastases pulmonares.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Anatomia e histologia da glandula mamaria canina

A glandula mamaria da cadela é normalmente formada por 10 complexos mamarios
ou pares de glandulas mamarias dispostos em duas fileiras bilaterais simétricas que
se estendem da regiao do térax para a regiao inguinal. A quantidade de complexos
pode variar, racas de grande porte possuem de quatro a seis pares enquanto os de
pequeno porte geralmente possuem quatro pares de glandulas mamarias (Reese et
al., 2016; Nogueira e Castro, 2017).

Os complexos mamarios sdo denominados de acordo com a sua posi¢ao: complexo
torécico cranial e caudal, complexo abdominal cranial e caudal e complexo inguinal,
sendo que cada um deles é formado por cinco a 20 unidades mamarias com ductos
papilares que se abrem na extremidade da papila por um 6éstio papilar (Reese et al.,
2016).

A irrigagdo da glandula maméria € fornecida pelos ramos mamarios da artéria
torécica lateral. Os vasos linfaticos do complexo mamario toracico cranial drenam
para o linfonodo axilar e cervical superficial. Enquanto os vasos linfaticos do
complexo abdominal cranial podem drenar tanto para o linfonodo axilar e o linfonodo
inguinal superficial e o complexo abdominal caudal pode drenar para os linfonodos
iliacos mediais (Reese et al., 2016).

A glandula mamaria da cadela é classificada como uma glandula exdcrina,
composta, tubuloacinar/tubuloalveolar apdcrina. Cada glandula mamaria é formada
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por um corpo mamario e papila mamaria que desemboca nos 6stios dos ductos

lactiferos principais (Figura 1) (Nogueira e Castro, 2017).

A glandula mamaéria, é revestida externamente por pele abdominal que recobre o
teto com epiderme fina e pilosa. Na superficie da teta estdo presentes os ductos
revestidos por epitélio estratificado escamoso com tampao de queratina no lumen.
Ao redor da abertura da teta ha um esfincter de musculo liso. Abaixo da epiderme ha
a hipoderme que produz o tecido adiposo pericapsular que circunda cada glandula e
em seguida, o tecido conjuntivo de sustentacao estrutural que envolve o parénquima
glandular (Sorenmo et al.,, 2011; Nogueira e Castro, 2017). A estimulacdo de
horménios ovarianos, hipofisarios e placentarios podem modificar a estrutura
mamaria, esse estimulo pode ocorrer durante a gestacédo, puberdade, lactagéo e
involucao (Nogueira e Castro, 2017).

A gléandula mamaria em repouso € caracterizada pelo predominio de tecido
conjuntivo de sustentacao sobre o parénquima epitelial. As formagdes conjuntivas de
sustentacdo sao formadas por um tecido conjuntivo (TC) denso com pouca
celularidade. O parénquima epitelial, inicialmente ndo tem adenémeros/tubuloacinos
glandulares e € constituido de ductos lactiferos ou galactéforos de diferentes
tamanhos (Figura 1) (Nogueira e Castro, 2017).

Os ductos maiores sao revestidos por um epitélio cuboidal de duas camadas e
circundados por células mioepiteliais fusiformes e os ductos menores possuem uma
unica camada de epitélio cuboidal e células mioepiteliais fusiformes. Os alvéolos n&o
secretores sdo similares aos pequenos ductos. As células alveolares secretoras
variam de cuboidal a colunar e tém goticulas de gordura intracelular que se
acumulam no lumen dos alvéolos. O epitélio glandular é circundado pela membrana
basal composta de colageno tipo IV, laminina, entactina, proteoglicanos e sulfato de
heparina. (Sorenmo et al., 2011).
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Figura 1. Fotomicrografia da glandula mamaria canina normal em repouso com a coloragcao de

Hematoxilina e eosina (adaptado de Goldschimidt et al, 2017).

As glandulas mamarias sdo sustentadas por um estroma, formado por tecido
conjuntivo, tecido adiposo, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e invariavelmente
podem ser encontradas células inflamat6rias como mastocitos, histidcitos e células
linfoides (Sorenmo et al., 2011).

O tecido conjuntivo pode ser dividido em dois componentes: tecido conjuntivo
intralobular composto de fibras de colageno mais finas e com maior proporgcéo de

MEC enquanto o interlobular que separa os lébulos, € constituido por fibras de
colageno mais largas e pouca quantidade de MEC (Sorenmo et al., 2011).

2.1.1. Fisiologia da glandula mamaria

O desenvolvimento das glandulas mamarias na vida pds-fetal se inicia normalmente
na puberdade, e ocorre devido a agao dos horménios liberados pelos ovarios como
o estrogénio e progesterona. Contudo, as glandulas permanecem pouco ativas até o
inicio da gestagéo (Klein, 2014). No desenvolvimento e proliferagdo do sistema
ductal, os horménios responsaveis sao, respectivamente, o estrogénio, o horménio
do crescimento e esteroides liberados pelas adrenais. Enquanto no desenvolvimento
dos alvéolos mamarios tem a agado adicional dos horménios progesterona e
prolactina (Klein, 2014) (figura 2).
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Figura 2. Horménios envolvidos no crescimento da glandula mamaria e na fase inicial da secrecao de
leite (Adaptado de Klein, 2014).

A glandula mamaria com exposi¢ao continua a esses horménios ovarianos, como a
progesterona e o estrogénio, aumenta significativamente as chances do surgimento

de neoplasia (Klein, 2014).
2.2. Neoplasias mamarias
2.2.1. Epidemiologia e fatores de risco

As neoplasias mamarias sdo as mais comumente encontradas em cadelas. As taxas
de incidéncia desta doenca estdo relacionadas com a localizagcdo geografica dos
animais (Sorenmo et al., 2020). Nos estados Unidos, a incidéncia é considerada
baixa, principalmente por causa da pratica de castracdo precoce, enquanto que em
alguns paises da Europa as taxas sdo maiores (Sorenmo et al., 2020). De acordo
com estudos realizados em alguns estados do Brasil, as taxas de incidéncia sao
consideradas altas, semelhante as taxas encontradas na Europa (Nunes et al., 2018;
Oliveira Filho et al., 2010).

Alguns fatores de risco estao diretamente relacionados com o desenvolvimento das

neoplasias mamarias caninas, que incluem idade, estado reprodutivo, exposicdo a
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hormonios exdgenos, predisposicao racial, dieta e obesidade (Goldschmidt et al.,
2017).

As neoplasias mamarias geralmente afetam cadelas com idade média entre 7 e 13
anos e sao raras em cadelas com menos de 5 anos (Zatloukal et al., 2005;
Goldschmidt et al., 2001). Em um estudo retrospectivo realizado por Nunes et al.,
(2018), foram avaliados 1500 cdes com neoplasias mamarias, a idade meédia de
ocorréncia das neoplasias benignas foram em cadelas com 8 anos e das neoplasias
malignas com 10 anos de idade.

Estudos demonstraram que muitas neoplasias da glandula mamaria podem ser
prevenidas com a realizagdo da ovariohisterectomia (OSH) (Schneider et al., 1969;
Goldschmidt et al., 2017; Sorenmo et al., 2020). Caes castrados antes do primeiro
cio tem 0,5% de chances de ter neoplasias mamarias. A prevencao da OSH reduz
apds os primeiros ciclos estrais, sendo que apos os 4 anos de idade nao foram
encontrados beneficios (Schneider et al., 1969; Goldschmidt et al., 2017).

A exposicdo a hormdnios exdégenos como 0s progestagenos e estrogénios esta
relacionado com o aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias
em caes (Misdorp,1991; Goldschmidt et al., 2017). A administracdo de
progestagenos em baixas doses pode induzir o desenvolvimento de neoplasias
benignas, enquanto que a administracdo de progestagenos associado com

estrogénios podem induzir a formacao de neoplasias malignas (Misdorp,1991).

Sao varias as racas de caes afetadas com neoplasias mamarias e podem variar de
acordo com a localizacdo geogréfica (Nunes et al., 2017). No entanto, estudos em
diversos paises apontam que animais de pequeno porte e de racas puras sao mais
comumente afetados comparado aos de grande porte (Goldschmidt et al., 2017). As
racas com maior predominancia de neoplasias mamarias reportadas sdo Poodle,
Maltés, Shitzu, Yorkshire Terrier, Chiuaua, Coker Spaniel e Dushrrounds (Dorn et al.,
1968; Zatloukal et al., 2005; Nunes et al., 2018).

Estudos observacionais relataram uma correlacdo entre a dieta e risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias (Goldschmidt et al., 2017). Caes com
dietas a base de grande quantidade de gorduras e pouca proteina aumentam o risco
do desenvolvimento de neoplasias mamarias (Perez et al., 1998). Da mesma forma,
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em mulheres ha uma forte relagdo entre dieta e o risco de desenvolver neoplasias

mamarias malignas (Goldschmidt et al., 2017).
2.2.2. Apresentacgéo clinica

A maioria dos animais pode apresentar mais de uma neoplasia mamaria na cadeia
mamaria, sendo que as glandulas abdominais caudais e inguinais sao as mais
frequentemente afetadas em comparacdo com as glandulas craniais, possivelmente
por apresentarem maior quantidade de parénquima mamario e serem mais

susceptiveis a acdo de horménios (Sorenmo et al., 2011; Goldschmidt et al., 2017).

Tumores pequenos (<1,0 cm de didametro) tem maior probabilidade de serem
benignos, enquanto nos tumores maiores (3,0 a 5,0 cm de diametro) tem uma maior
chance de serem malignos (Goldschmidt et al., 2001). No entanto, este critério néo
pode ser usado isoladamente, o diagnostico histopatoldégico € o mais indicado para
distinguir os tumores benignos e malignos (Goldschmidt et al., 2017).

Macroscopicamente as neoplasias mamarias caninas se apresentam como nddulos
circunscritos ou tumoragdées que podem variar em relacdo ao tamanho e
consisténcia (Cassali et al.,, 2011). Além disso, podem também estar associadas
com ulceracdo da pele que recobre a neoplasia e com reacao inflamatéria local
(Cassali et al., 2011).

A maior parte dos caes com tumores de mama, ndo apresentam sinais clinicos
sistémicos, porém, nos casos de doenga metastatica e no carcinoma inflamatério, os
animais podem apresentar sinais clinicos como caquexia e insuficiéncia respiratoria
(Perez et al., 2001; Marconato et al., 2009).

2.2.3 Estadiamento clinico

Devido ao risco de metédstases associado a neoplasias mamarias malignas, €
recomendado que se faga o estadiamento clinico antes do inicio do tratamento. O
estadiamento clinico inclui a realizacdo de hemograma completo, bioquimica sérica,
radiografia toracica em trés projegcbes (lateral direita, lateral esquerda e
ventrodorsal), citologia dos linfonodos regionais ou sentinelas e biopsia (Soultani et
al., 2017; Pereira et al., 2008).
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As neoplasias mamarias devem ser estadiadas clinicamente seguindo os critérios
propostos pelo sistema T (tamanho do tumor) N (metastase em linfonodo) M
(metastases a distancia) de Owen modificado (Owen, 1980). Neste sistema é
realizada uma graduacéo de | a V levando em consideragdo o tamanho do tumor,
metastases em linfonodos e a distancia e dessa forma associar com o prognéstico
dos animais (Owen, 1980). As neoplasias menores de 3,0 cm sdo grau I, as
neoplasias entre 3,0 e 5,0 cm sado grau Il e neoplasias maiores de 5,0 cm sé&o grau
lll. As graduagdes IV e V ndo levam em consideragdo o tamanho da neoplasia mas
sim as metastases em linfonodos regionais e a distancia respectivamente (Owen,
1980; Sorenmo et al., 2020) (Tabela 1).

Tabela 1. Estadiamento dos tumores mamdrios caninos (Owen, 1980).

Graduacao T N M
I <3,0cm NO MO
Il 3,0-5,0cm NO MO
1 >5,0cm NO MO
v Qualquer T N1 MO
\Y Qualquer T Qualquer N M1

T: tamanho do tumor.
NO: auséncia de metastase em linfonodo; N1: presenca de metastase em linfonodos.

MO: auséncia de metastases; M1: presenca de metastases a distancia.

2.2.4. Classificacdo e graduacao histopatoldgica

A avaliacéo histopatolédgica é considerada como o melhor método para o diagndstico
das neoplasias mamarias, por ela é possivel determinar o tipo de tumor, graduacao
e prognéstico (Sorenmo et al., 2020).

As graduacoes histopatolégicas das neoplasias mamarias utilizadas na medicina
veterinaria sdo baseadas no sistema de Nottingham modificado por Elston e Ellis
(1991). De acordo com esse sistema, a graduacgéao € baseada nas caracteristicas de
diferenciacao tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitética. Apds a avaliagéo
dessas caracteristicas histopatolégicas, é realizado o somatério de pontos que pode
variar de 3 a 9 pontos. As pontuacdes de 3-5 sao consideradas grau |, de 6-7 grau Il



19

e de 8-9 pontos grau lll. Esta graduacdo € considerada um bom indicador
prognostico nas neoplasias mamarias primarias (Cassali et al., 2011; Cassali et al.,
2020) (Tabela 2).

Tabela 2. Graduagéo histoldgica dos carcinomas mamarios caninos e felinos (Elston e Ellis, 1991).

Escore Formacéo tubular Pleomorfismo nuclear Indice mitoético
Tamanho nuclear similar a 0-8 mitoses em 10
1 > 75%
célula normal campos de 400x
Aumento moderado de 9-16 mitoses em 10
2 10 to 75% oL
tamanho e variacao campos de 400x

. = 17 mitoses em 10
3 <10% Variagdo marcada
campos de 400x

Grau histologico

3-5 pontos Grau |
6-7 pontos Grau ll
8-9 pontos Grau lll

As classificagdes histopatoldgicas das neoplasias mamarias em caes e gatos foram
inicialmente propostas em 1974 (Hampe e Misdorp, 1974) posteriormente, foi
publicado um novo sistema de classificacdo em caes por Goldschmidt et al, (2011) e
Cassali et al, (2011) (tabela 3).

Na classificacdo adaptada por Cassali e colaboradores em 2011 as neoplasias
consideradas benignas e malignas sao classificadas de acordo com o tipo celular
neoplasico. A proliferacdo pode ser do epitélio glandular (células epiteliais luminais
ou mioepiteliais) e do tecido conjuntivo mesenquimal. Estudos realizados no Brasil,
demonstram que cerca de 90% das neoplasias mamarias diagnosticadas séo
carcinomas (Gamba et al., 2017).



Tabela 3. Classificagao das neoplasias mamarias caninas modificada por Cassali, et al. (2020).

Classificacao histolégica das neoplasias mamarias caninas

Tumores benignos

Tumores malignos
(carcinomas)

Tumores malignos
(tipos especiais)

Neoplasias
mioepiteliais

Sarcomas

Outros sarcomas

Carcinoma in situ Carcinoma Adenomioepitelioma _

Adenoma _ _ Fibrossarcoma Condrossarcoma
(ductal ou lobular) micropapilar

R Carcinoma em Carcinoma lobular L _ _
Adenomioepitelioma _ o Mioepitelioma maligno Osteossarcoma lipossarcoma
tumor misto pleomorfico
o _ _ Carcinoma . .
Miopitelioma Carcinoma papilar ri Carcinossarcoma  Hemangiossarcoma
secretério

Fibroadenoma

Carcinoma tubular

Carcinoma mucinoso

Sarcoma em tumor

misto

Sarcoma Filéides

Adenoma basaldide

Carcinoma sélido

Carcinoma rico em

lipideos
Tumor misto Carcinoma Carcinoma rico em
benigno basaldide glicogénio
_ Carcinoma Carcinoma de
Papiloma ductal . ]
cribiforme células escamosas

Tumor Fildides

Carcinoma com
diferenciacao

sebacea

20
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As neoplasias benignas sao caracterizadas como lesées expansivas, néo invasivas
e bem delimitadas, compostas por células bem diferenciadas, e que podem ser
indistinguiveis das células de origem (Damasceno et al., 2017).

As neoplasias epiteliais malignas s&o classificadas como carcinomas in situ (n&o
infiltrativas), carcinomas simples (proliferacao epitelial) e carcinoma em tumor misto
(proliferagao epitelial, mioepitelial e mesenquimal). Os carcinomas simples sao
classificados como tubular, papilar e solido (Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017).
Ha também, variantes especiais que apesar de raras, podem ser encontradas, que
incluem os carcinomas mucinosos, fusiformes, lobulares (invasivos e pleomérficos),
carcinomas de células escamosas, ricos em lipideo, ricos em glicogénio,
micropapilares invasivos, anaplasicos, com diferenciacdo sebacea e secretor
(Cassali et al., 2011; Gamba et al., 2017).

No Brasil, os tipos histopatoldégicos benignos e malignos mais comumente
diagnosticados em cadelas € o tumor misto benigno, o carcinoma em tumor misto
(Damasceno et al., 2017; Gamba et al., 2017) e o carcinoma simples tubulo-papilar
respectivamente (Oliveira Filho et al., 2010). Os carcinomas mamarios podem fazer
metéstases via vasos linfaticos e sanguineos para varios 6rgaos, dentre eles, os
linfonodos regionais e pulmdes sdo os mais comumente afetados, sendo que a
metastase pulmonar é considerada a principal causa de morte em cadelas com

carcinoma mamario (Misdorp, 2002).
2.2.5. Marcadores progndsticos e preditivos

Os marcadores prognosticos sao caracteristicas clinicas, patolégicas ou moleculares
dos pacientes ou doencas associadas ao resultado clinico, que permitem prever a
evolugdo clinica e o tempo de sobrevida do individuo (Webster et al., 2011). Os
marcadores preditivos sdo aqueles que vao permitir selecionar pacientes para algum

tipo de tratamento mais especifico (Ferreira, et al., 2017).

Os principais fatores prognésticos nas neoplasias mamarias caninas envolvem
fatores epidemiolédgicos (idade, raca e estado reprodutivo), clinicos (tamanho do
tumor, status do linfonodo e estagio clinico), histologicos (tumor do tipo maligno e
graduacao) e imunoistoquimicos (Goldschmidt et al., 2017).
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Os marcadores prognosticos imunoistoquimicos que foram estabelecidos para as
neoplasias mamarias caninas sdo os marcadores COX-2, receptor de estrégeno e
receptor de progesterona. Os marcadores preditivos sdo o COX-2, Ki-67, receptor de

estrdgeno e receptor de progesterona (Ferreira et al., 2017).

Estudos vem sendo realizados para determinar marcadores e fatores progndsticos
na neoplasia mamaria canina que envolvem os componentes do microambiente
tumoral e da matriz extracelular (Rosen et al., 2020; Case et al., 2017; Estrela-Lima
et al., 2010). Estes componentes influenciam em diversos mecanismos que levam a
progressao tumoral, invasdo e metastases (Rosen et al., 2020; Case et al., 2017;
Estrela-Lima et al., 2010).

2.3 Morfometria

A graduagdo histolégica, marcagdo imunoistoquimica, pleomorfismo nuclear,
contagens mitéticas e indices de proliferacdo e apoptose sdo frequentemente
utilizados em estudos progndésticos, no entanto, pode haver subjetividade na
avaliacao desses aspectos (Webster et al., 2011). Diante disso, essa subjetividade
pode ser reduzida com o uso de software de andlise de imagem e morfometria
(Webster et al., 2011).

A morfometria € um método quantitativo que descreve caracteristicas geométricas
de estruturas de varias dimensdes (Meijer et al., 1997). Os métodos quantitativos
sao objetivos e reprodutiveis (Baak et al., 1985). Além disso, € considerado uma
ferramenta Util e de baixo custo (Andrea et al., 2008).

Na patologia, esse método pode ser utilizado para se obter dados dos componentes
celulares e teciduais com maior precisdo através da mensuragdo e contagem,
facilitando o diagndstico e prognostico de neoplasias (Andrea et al., 2008). Diversos
estudos demonstram a viabilidade da morfometria em predizer prognésticos em
neoplasias mamarias na medicina humana (Baak et al., 1985; kronqvist et al., 2002;
Provenzano et al., 2006; Veta et al., 2012) e na veterinaria (Simeonov et al., 2009;
Sleeckx et al., 2014).

2.4. Matriz extracelular e o cancer de mama

A matriz extracelular (MEC) tem um importante papel no desenvolvimento, fungéo e
homeostase das células eucariotas. Além de fornecer suporte fisico para as células,
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a MEC participa da regulacdo, desenvolvimento, separacdo e manutencado de
tecidos e 6rgaos através da regulacdo dos fatores de crescimento e receptores,

niveis de hidratagdo e o pH do ambiente local (Mouw et al., 2014).

A MEC é primeiramente formada por duas classes de macromoléculas: proteinas
fibrosas (incluindo colageno e elastina) e glicoproteinas (incluindo fibronectina,

proteoglicanos e laminina) (Mouw et al., 2014).

O colageno é a principal proteina da MEC e sua fungcdo é fornecer estrutura e
resisténcia aos tecidos (Mecham, 1998). Atualmente sdo conhecidos 27 tipos de
colageno nos tecidos do organismo, codificados por 41 genes dispersos em pelo
menos 14 cromossomos. O colageno pode ser classificado em dois tipos principais:
formadores de fibrila (tipo I, Il e lll) e os nao fibrilares (tipo 1V), sendo que o colageno
tipo | € o mais abundante e amplamente distribuido no corpo. Ele participa da
formacao de ossos, dentina, tenddes, capsulas de 6rgaos, derme entre outros
tecidos (Junqueira e Carneiro, 2013).

A estrutura de todas as moléculas de colageno é sua hélice tripla - uma hélice direita
de trés cadeias a, cada uma das quais contém uma ou mais regides caracterizadas
por aminoacidos repetidos Gly-X-Y, onde X e Y podem ser qualquer aminoacido
(Brodsky e Persikov, 2013).

No tecido mamario, a composicdo estrutural e molecular da MEC pode ser
fisiologicamente modificada em alguns momentos como na gravidez, ciclo estral,
puberdade, lactacdo e involucgdo mamaria (Lochter e Bissell, 1995). Essas
alteracées, que também podem ser chamadas de remodelagées da MEC, ocorrem
na membrana basal (MB) que é uma estrutura especializada composta por colageno
tipo 1V, laminina e proteoglicanos com 0,2 ym de espessura. A MB separa a camada
de células basais e a epitelial luminal da MEC estromal circundante, composta
principalmente por coldgeno tipo | e células como os fibroblastos e adipdcitos
(Conklin e Keely, 2012; Lochter e Bissell, 1995). Além disso, a MB também compde
0S vasos sanguineos presentes no microambiente estromal (Robertson, 2016).

O microambiente tumoral estromal € formado principalmente por fibroblastos,
adipdcitos, capilares, pericitos, componentes imunes e nervos que se encontram

circundados por grande quantidade de colageno tipo |, sulfato de condroitina e
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fibronectina. Essas estruturas podem ser alteradas na neoplasia mamaria maligna
(Franco et al., 2010; Robertson, 2016).

A densidade da mama normal pode variar conforme a sua composi¢ao e quantidade
de gordura, estroma e epitélio tecidual. No exame de mamografia, a maior proporcao
de tecido glandular e estromal comparado ao tecido adiposo é relacionado ao maior
risco de cancer de mama em mulheres (Macchetti e Marana, 2007). Acredita-se, que
entre os componentes da MEC o aumento do colageno fibrilar do tipo 1 esteja
relacionado com a maior rigidez da mama normal e também no cancer de mama
(Provenzano et al.,, 2008). Em um outro estudo realizado com densidade
mamografica, foi sugerido que o aumento da rigidez pode ser um fator de risco para
o cancer de mama (Martin e Boyd, 2008).

As células epiteliais mamarias ndo malignas quando expostas ao aumento da
densidade de colageno tipo | e aumento da rigidez da MEC, sofrem alteragdes na
estrutura celular e aumento da proliferagédo (Paszek et al., 2005). Em um estudo
realizado com modelos murinos demonstrou que o colageno | (fibrilar) induz
fendtipos celulares consistentes com um comportamento invasivo em células

tumorais mamarias (Maller et al., 2013).

Estudos com cancer de mama humano, evidenciaram que a densidade, o
realinhamento e o endireitamento do colageno tém sido associados a invasao do
tumor, metastases e pior prognostico (Conklin e Keely, 2012; Provenzano et al.,
2006). Segundo Provenzano e colaboradores (2008), o colageno tipo | pode ser
considerado como um biomarcador potencial em cancer de mama com metastase

para o pulmao.

Da mesma forma, os estudos sobre o ambiente tumoral estromal vém sendo
desenvolvidos na medicina veterinaria, com resultados semelhantes aos
encontrados nos estudos do cancer de mama humano. Em dois estudos recentes,
um com cadelas e outro com gatas com carcinomas mamarios a auséncia de
definicdo do limite tumor-estromal e o aumento da largura das fibras de colageno
tipo | foram relacionadas com baixa sobrevida, independente da graduacdo da
neoplasia e fatores de risco (Case et al., 2017; Rosen et al., 2020). Estes resultados
demonstram que o colageno pode ser um biomarcador prognostico e apoiam 0 uso,
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principalmente de caes, como modelo translacional para interagbes tumor-estroma

no cancer de mama (Case et al., 2017).

2.5. Picrossirius red

O colageno pode ser avaliado ou quantificado por diferentes técnicas, como
imunoistoquimica, microscopia confocal, reacdo em cadeia polimerase (PCR) e
coloragbes histoquimicas: tricromio de Masson, picrosirius red, coloragdo de
Weigert-van Gieson, Verhoeff (Coelho et al., 2018).

O estudo histoquimico do coldgeno com a coloragdo de picrossirius red em luz
polarizada, também chamado de método de Picrossirius redfolarizagéo (PR/P), tem
contribuido para a identificacdo e conhecimento da funcao do colageno em diversos
tecidos (Montes, 1996). A coloracédo especial de Picrossirius red tem a capacidade
de aumentar a birrefringéncia natural do colageno quando exposto a luz polarizada.
O colageno tipo | exibe uma coloracdo amarelo-avermelhada, enquanto o tipo |l
exibe a coloracéo verde (Montes, 1996).

Essa técnica vem sendo utilizada em estudos recentes na medicina humana e
veterinaria na area oncoldgica e tem sido considerada um biomarcador prognostico
em potencial nos carcinomas de células escamosas, carcinomas prostaticos e
mastocitomas em caes (Bedoya et el., 2016; Calderdn et el., 2019; Daniel et al.,
2019), ameloblastomas em humanos (Haripriya et al., 2019), entre outros estudos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comité de ética

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de ética no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) sob o processo de numero 24/2020.

3.2. Materiais dos pacientes

Foram selecionadas 30 amostras de glandula mamaria em blocos de parafina de
cadelas com diagnéstico histopatolégico de carcinoma mamario provenientes dos
arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Destes, foram excluidos quatro casos da pesquisa: dois casos por

apresentarem outras neoplasias malignas no momento do diagnéstico e em outros
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dois casos nao havia material suficiente para as analises propostas na pesquisa.
Diante disto, foram incluidos 26 casos de carcinomas mamarios. As amostras
teciduais foram provenientes de cadelas naturalmente acometidas por neoplasia
mamaria, atendidas no Hospital Veterinario do Departamento de Medicina
Veterinaria da UFV para diagnéstico e tratamento.

O critério para inclusdo destes materiais no estudo € que o animal tenha sido
previamente submetido ao procedimento de radiografia toracica em trés projecdes
(lateral direita, lateral esquerda e ventro-dorsal) no pré-cirdrgico, com a finalidade de
avaliar a presenca ou auséncia de metastases pulmonares. Para verificar os
resultados das radiografias destes animais, foram revisados os laudos dos arquivos
do setor de Radiologia do Departamento de Veterinaria da UFV.

Ademais, as amostras de tecidos nos blocos de parafina e as laminas de
microscopia que apresentavam qualidade adequada para avaliacao histopatolégica

e morfométrica.

3.3. Analise histopatoldgica

Os blocos de parafina com carcinoma mamario foram cortados no micrétomo com
espessura de 3-6um e corados com a coloragao de hematoxilina e eosina (HE) para
avaliacao histopatoldgica e, pela coloracado histoquimica de Picrossirius Red para
observacgao de fibras de colageno tipo | e llI.

Os cortes histolégicos corados em HE foram examinados por microscopia éptica por
um Unico médico veterinario com treinamento em patologia veterinaria para evitar
variabilidade na interpretagdo histolégica entre observadores (Santos et al., 2014;
Santos et al., 2015). As neoplasias foram classificadas de acordo com os critérios
histopatoldgicos da organizagdo mundial da saude (Owen, 1980) e critérios atuais
(Cassali et al., 2020) para neoplasias mamarias caninas e foram graduadas de
acordo com o sistema de Nottingham modificado por Elston e Ellis (1991). Os caes
que apresentaram mudltiplas neoplasias mamarias primarias, foi selecionada a

amostra de maior graduacao histopatoldgica para a anélise.

Foram incluidas na pesquisa apenas neoplasias mamarias classificadas como

carcinomas mamarios, incluindo os tipos: carcinoma em tumor misto (14), carcinoma
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papilar (4), carcinoma tubular (2), carcinossarcoma (2), carcinoma micropapilar (1),
adenomioepitelioma maligno (2) e carcinoma lobular pleomérfico (1).

Apols a classificagdo e graduacgao das neoplasias mamarias, estas foram separadas
em dois grupos, sendo o grupo metastatico (MT) composto por 16 amostras de
carcinomas mamarios com metastase pulmonar (10 carcinomas mamarios e 6
carcinomas do tipo especiais) € o grupo ndao metastatico (NMT) composto por 10
carcinomas mamarios sem metastase pulmonar. O grupo dos carcinomas especiais

foi selecionado somente para a analise dos colagenos tipo | e Ill.

Em funcao das diversas classificacdes histopatoldégicas dos carcinomas mamarios,
foram realizadas as analises propostas, somente nas neoplasias classificadas como
carcinomas em tumor misto (n=14) para verificar a influéncia da classificacao
neoplasica em relagdo a presengca ou auséncia de metastase pulmonar e nas

variaveis analisadas.

Na analise histopatolégica dos carcinomas mamarios dos grupos MT e NMT foram
avaliadas a contagem mitética, as areas de necrose e infiltrado inflamatério. A
contagem mitética foi realizada em 10 campos no aumento de 400x nas areas mais

celulares e periféricas da neoplasia (Pefa et al., 2013).

As areas de necrose foram avaliadas quanto a presencga ou auséncia e intensidade
em todo o tecido tumoral. A intensidade foi classificada como discreta (1-33% de
necrose), moderada (34-66%) e acentuada (67-100%).

O infiltrado inflamatério foi avaliado quanto a presenca e auséncia e classificado de
acordo com a intensidade, adaptado de Estrela-Lima (2010). A intensidade foi
classificada como discreta (1-3 focos inflamatérios), moderada (>3 focos
inflamatérios) e acentuada (células inflamatérias difusamente distribuidas no tecido

tumoral).

3.4. Analise morfométrica

Foram realizadas fotomicrografias dos cortes histolégicos em HE com camera Leica
MC170 HD (Leica Microsystems AG, Industry Division, Heerbrugg -Suica) e o
programa de captura de imagens LAS (Versao 4.12.0, Leica Microsystems - Suica)
conectado a um microscoépio de luz Leica DM1000.
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Na analise morfométrica das laminas histol6gicas de carcinomas mamarios foram
caracterizadas, a area e o didmetro maior e menor do nucleo, a proporcao de células
neoplasicas, vasos sanguineos, necrose e infiltrado inflamatério das areas mais
celularizadas da neoplasia, necrose, infiltrado inflamatério, vasos sanguineos e

quantificacao do colageno tipo | e 1l dos grupos MT e NMT.

As medi¢des dos nucleos das células carcinomatosas foram realizadas nas areas
mais celularizadas da neoplasia, geralmente na regido periférica do tumor. Em cada
campo foram selecionados nucleos de carcinomas mamarios com bordas nucleares
bem definidas e sem sobreposicdao dos nucleos. A morfometria dos nudcleos foi
realizada com medigbes para determinar a area e os diametros utilizando o
programa image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Os nucleos
das células neoplasicas foram mensurados em 10 campos no aumento de 1000x,

método adaptado de kronqvist et al., (2002).

Com a técnica de morfometria de planimetria por contagem de pontos, foi avaliada a
propor¢do das células neoplésicas, vasos sanguineos, necrose e infiltrado
inflamatério das areas mais celularizadas da neoplasia, e para este fim, foram
realizadas 10 fotomicrografias, sobrepondo uma graticula de 391 pontos no software
Imaged, desenvolvido pelo National Institute of Health (Maryland, EUA), disponivel

gratuitamente online (https:/imagej.nih.gov/ij). De cada lamina foram amostrados

aleatoriamente dez campos histolégicos em aumento de 200x para determinar as

proporcoes, adaptado de Baak et al. (1985).

Os parametros estereolégicos de densidade volumétrica (Vv) foram calculados pela
contagem de pontos que ocorreram nas estruturas de interesse usando a razdo: Vv
= (PP / PT) x 100, em que PP é o numero de pontos ocorrendo sobre a estrutura de
interesse e PT é o total nUmero de pontos da grade (Gongalves et al., 2010; Novaes
et al., 2014; Sarandy et al., 2017).

Para a analise do colageno, as laminas foram coradas pela técnica do Picrossirius
red para a diferenciacdo do colageno tipo | e tipo Il e examinadas com microscopio
Optico sob luz polarizada (Olympus BX-53 ®, Japao) do Laboratério de Associacdes
Micorrizicas do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa. Foram realizadas fotomicrografias em 10 campos
histologicos no aumento de 40x de maneira aleatéria. A observagdo das fibras
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colagenas com este método permitiu a diferenciacdo do colageno tipo |
(birrefringéncia laranja amarelado a laranja e vermelho) e tipo Il (birrefringéncia
verde ou verde amarelo). Posteriormente foram analisadas com o software Image J
com o plug-in Threshold Colour, obtendo-se o percentual de colageno através da
analise de particulas automatizadas de acordo com selecao e medida das areas com
base na cor, baseado na metodologia de Bedoya et al. (2016) e Coelho et al. (2018)

(Figura 1).

Para que nao ocorra interferéncia na analise digital do colageno nas neoplasias, nao
foram considerados os campos com auséncia de células tumorais como regides da
derme e regides ricas em artérias. Os dados obtidos foram exportados e salvos em
planilha eletrénica (Excel 2013) para sua organizacao e andlise estatistica. A captura

das imagens e a analise morfométrica foram realizadas por um Unico avaliador.

Figura 3. Fotomicrografia com a técnica PR/P dos colagenos tipo | e Ill na derme da regiao
da glandula mamaria mensurados com o software Image J usando o plug-in Threshold
Colour. A. Colageno tipo | e Il observados com luz polarizada. B. Segmentacao do colageno
tipo | exibindo coloracao laranja amarelado e vermelho. C. Segmentagao do colageno tipo Il
exibindo coloracéao verde.

3.5 Analise estatistica

Para andlise dos dados foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS University).
Os dados quantitativos (indice mitético, mensuracdo nuclear, quantificacdo de
colageno tipo | e lll, densidade volumétrica das células carcinomatosas, infiltrado
inflamatério, vasos sanguineos e necrose) foram submetidos aos testes de
Kolmogorov-Smirnov e de Bartlett, para verificacdo de normalidade dos erros e
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homogeneidade de variancias, respectivamente. As variaveis em percentuais foram

submetidas & transformagdo angular (y' = arcsen,/y). Os dados foram, entéo,

submetidos a analise de variancia (GLM Procedure), de acordo com o modelo

matematico:

Yije =p+ My+G; + (MG); + e

Em que: ¥;;,., resposta observada; u, constante geral; M;, efeito referente ao grupo de

Metastase;

1, efeito referente ao Grau; (M@);;, interagéo; e, erro aleatorio.

As médias (LS-means) foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. As variaveis
qualitativas (avaliacées histopatolégicas do infiltrado inflamatério e necrose) foram
arranjadas em tabelas de contingéncia e analisadas pelo teste de Freeman-Halton.

O nivel de significancia adotado foi a = 0.05.

4. RESULTADOS

4.1 Analise histopatoldgica

Na analise da contagem mitética nos carcinomas mamarios ndao houve diferenga
significativa entre os grupos MT e NMT (p>0.05) (Figura 4A). Em relacdo ao grau,
houve diferenca significativa (p<0.05) com aumento gradual do niumero de mitoses
em fungcdo do grau, com menor meédia de mitoses no grau | e maior no grau lll,
independente do grupo (Figura 4B). Nos carcinomas em tumor misto foram
observados resultados semelhantes com o aumento do indice mitético em funcao do

aumento do grau em neoplasias dos graus Il e lll (p<0.05) (Figura 5).

Na analise histopatolégica da necrose nao foram observadas diferencas
significativas entre os carcinomas mamarios em fungdo dos grupos MT e NMT
(Figura 6A) (p>0.05), porém, houve diferenga significativa com intensidade
moderada a acentuada da frequéncia de necrose em fungédo do grau (Figura 6B),
sendo maior em neoplasias de grau lll (p<0.05). Nos carcinomas em tumor misto
nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos e os graus (p>0.05)
(Figura 7).
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Figura 4. Representagao grafica da contagem mit6tica nos carcinomas mamarios. A. indice
mitético de acordo com o grupo. B. Indice mitético de acordo com o grau. Médias seguidas
por letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 5. Representacao grafica da contagem mitética nos carcinomas em tumor misto. A.
Indice mitético de acordo com o grau. B. Indice mitético de acordo com o grupo. Médias
seguidas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 6. Representacao grafica da intensidade da necrose nos carcinomas mamarios. A.
Intensidade da necrose de acordo com o grupo. B. Intensidade da necrose de acordo com o
grau. Médias com diferencas significativas pelo teste de Freeman-Halton (p<0.05).
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Figura 7. Representagéo grafica da Intensidade da necrose nos carcinomas em tumor misto.
A. Intensidade da necrose de acordo com o grupo. B. Intensidade da necrose de acordo
com o grau. (p>0.05)

Em relagdo a analise histopatolégica do infiltrado inflamatério, estes foram
observados em intensidade discreta em neoplasias de grau | e Il e moderado em
neoplasias de grau Ill. Porém nao houve diferenca significativa (p>0.05) em relacao
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ao grupo e ao grau tanto nos carcinomas mamarios como nos carcinomas em tumor

misto (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Representagéo grafica da intensidade do infiltrado inflamatério nos carcinomas
mamarios. A. Intensidade da do infiltrado inflamatério de acordo com o grupo. B. Intensidade

do infiltrado inflamatério de acordo com o grau. (p>0.05)
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Figura 9. Representacéo gréfica da intensidade do infiltrado inflamatério nos carcinomas em
tumor misto. A. Intensidade do infiltrado inflamatério de acordo com o grupo. D. Intensidade

do infiltrado inflamatério de acordo com o grau. (p>0.05)

4.2 Analise morfomeétrica

Nos carcinomas mamarios avaliados ocorreu um predominio do colageno tipo |,

contudo a concentracdo dos colagenos tipo | e tipo Il ndo foram influenciadas pela
ocorréncia de metastase. Também nao houve diferencas significativas em relacéao
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ao grau da neoplasia na quantificagdo dos colagenos | e lll (p>0.05) (Figuras 11 e
13). Ao analisar os colagenos dos carcinomas em tumor misto houve aumento do
colageno tipo | em neoplasias de grau | e redugdo em neoplasias de grau Il
independente do grupo (Figura 9B) e ndo houve diferengas significativas na

concentragao do colageno tipo lll em relagdo ao grupo e grau (Figura 12) (p>0.05).

Na avaliacédo dos colagenos tipo | e lll da MEC dos carcinomas mamarios por PR/P

foram observadas areas com linearizagdo, fragmentagdo e desorganizagdo das

fibras colagenas principalmente nas regides ao redor das neoplasias (Figura
10).

Figura 10. Fotomicrografias com a técnica de PR/P dos colagenos tipo | e Ill nos carcinomas
mamarios. A. Carcinoma mamario grau | (asteriscos) com fibras lineares de colageno tipo | e
escassas de colageno tipo lll. B. Carcinoma mamario grau Il (asteriscos) com fibras lineares
e desorganizadas de colageno tipo | e tipo Ill. C. Carcinoma mamario grau Il (asteriscos)
com colageno tipo | e Il mais fragmentados e desorganizados.
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Figura 11. Representagdo grafica da porcentagem do colageno tipo | mensurado nos
carcinomas mamarios. A. Colageno tipo | mensurado de acordo com o grupo. B. Colageno
tipo | mensurado de acordo com o grau. (p>0.05)
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Figura 12. Representagao grafica da porcentagem de colageno tipo | mensurado nos
carcinomas em tumor misto. A. Colageno tipo | mensurado de acordo com o grupo. D.
Colageno tipo I' mensurado de acordo com o grau. Médias seguidas por letras diferentes
apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 13. Representagdo grafica da porcentagem de colageno tipo Ill mensurados nos
carcinomas mamarios. A. Colageno tipo Il mensurado de acordo com o grupo. B. Colageno
tipo Il mensurado de acordo com o grau. (p>0.05)
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Figura 14. Representagdo gréafica da porcentagem de colageno tipo Ill mensurados nos
carcinomas em tumor misto. A. Colageno tipo Ill mensurado de acordo com o grupo. B.
Colageno tipo lll mensurado de acordo com o grau. (p>0.05)

Na analise dos nucleos das células neoplasicas foram realizadas a mensuracao do

didmetro maior, didmetro menor, didametro médio, razao (didmetro maior/diametro
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menor) e area e nao foram observadas diferencas significativas em relacdo aos

grupos e aos graus nos carcinomas mamarios (p>0.05) (tabela 4).

Nos carcinomas em tumor misto, houve uma relagéo significativa entre os nucleos
com diametros maiores e a auséncia de metastases (p<0.05) (Tabela 5). No entanto
nao houve diferenca significativa em relacao ao grau (p>0.05) (Tabela 6)

Tabela 4. Diametros, razdo e area mensurados nos nucleos dos carcinomas mamarios
(média * erro-padrao) (p>0.05).

Variaveis Metastatico (n=10) Nao metastatico (n=10)
Grau | (n=8)
Diametro maior (um) 6.730.15 7.28+0.38
Diametro menor (um) 5.10+0.18 5.45+0.29
Diametro médio (um) 5.92+0.16 6.36+0.33
Raz0 (um) 1.34£0.019 1.3540.01
Area (um2) 28.6+1.63 31.8+3.17
Grau Il (n=6)
Diametro maior (um) 6.7320.15 7.05+0.47
Diametro menor (um) 5.10+0.18 5.21+0.34
Didmetro médio (um) 5.92+0.16 6.13+0.40
Raz&o (um) 1.34+0.019 1.37+0.003
Area (um2) 28.6+1.63 29.34+3.36
Grau lll (n=6)
Diametro maior (um) 6.66+0.08 7.06+0.16
Diametro menor (um) 5.09+0.07 5.20+0.22
Diametro médio (um) 5.88+0.07 6.13+0.19
Razao (um) 1.32+0.02 1.37+0.03
Area (um2) 27.73+0.46 29.34+3.36
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Tabela 5. Diametros, razao e area mensurados nos nucleos dos carcinomas em tumor misto
em relagdo ao grupo (média * erro-padrao) (p<0.05).

Variaveis Metastatico (n=7) Nao metastatico (n=7)
Diametro maior (um) 6.63+0.05b 7.1340.19a
Diametro menor (um) 4.950.06a 5.28+0.17a
Diametro médio (um) 5.79£0.05a 6.20+0.18a

Razao (um) 1.35+0.01a 1.37£0.01a
Area (um2) 27.3:0.42a 30.2+1.50a

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0.05).

Tabela 6. Diametros, razdo e area mensurados nos nicleos dos carcinomas em tumor misto

em relacdo ao grau (média * erro-padréo) (p>0.05).

Variaveis Grau | (n=6) Grau Il (n=4) Grau Il (n=4)
Diametro maior (um) 6.812021 7.0820.25 6.7820.09
Diametro menor (um) 5.1120.18 5.230.21 5.01+0.07
Diametro médio (um) 5.9620.20 6.15+0.23 5.89+0.07

Razao (um) 1.35+0.01 1.35+0.02 1.37+0.02

. 28.07+0.57

Area (um2) 284411 67 30.0+1.67

Na analise da morfometria por contagem de pontos foram avaliadas a proporcao de

células neoplasicas, vasos sanguineos, necrose e infiltrado inflamatério das areas

mais celularizadas da neoplasia, porém nao houve diferencas significativas em

relagdo aos grupos e 0s graus para os carcinomas mamarios (p<0.05) (tabela 7).

Nos carcinomas em tumor misto também ndo foram observadas diferencas

significativas em relacdo aos grupos e os graus (p>0.05) (tabela 8).
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Tabela 7. Porcentagens da densidade volumétrica nos carcinomas mamarios para as células neoplasicas, vasos
sanguineos, necrose e infiltrado inflamatério em relagéo aos grupos e graus (média * erro padrao).

Grupos

Variaveis Metastaticos (n=10) Nao metastaticos (n=10)

| (n=8) Il (n=6) Il (n=6) | (n=8) Il (n=6) Il (n=6)

Células neoplasicas 27.5%*6.14% 28.7%+8.03% 24.4%+1.01% 20.0£3.60%  25.0%15.66% 22.2%+3.53%

Vasos Sanguineos  1.3%20.63%  0.30%0.18% 0.70%z0.40% 1.40%*1.10% 0.29%+0.13% 0.71%0.14%
Necrose 0.62%10.30% 0.44%0.44% 0.00% 0.05%+0.05% 0.23%0.18% 0.13%0.13%

Infiltrado inflamatorio 0.25%+0.71% 1.51%%1.1% 0.26%%0.16% 1.49%2%0.45% 0.47%%0.28% 0.73%*0.52%

(p>0.05)
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Tabela 8. Porcentagens da densidade volumétrica nos carcinomas em turmor misto para as células neoplasicas, vasos
sanguineos, necrose e infiltrado inflamatério em relagao aos grupos e graus (média + erro padrao).

Grupos

Variaveis Metastaticos (n=7) Nao metastaticos (n=7)

| (n=3) Il (n=2) Il (n=2) | (n=3) Il (n=2) Il (n=2)

Células neoplasicas 21.98%+3.60% 20.76%10.48% 14.4%+2.54% 21.17+4.91% 19.92%+0.89% 18.7%*0.62%
Vasos Sanguineos 1.56%10.84% 0.37%10.29% 0.30%%0.02% 1.95%+1.33% 0.21%+0.19% 0.58%+0.12%
Necrose 0.76%%0.38% 0.66%10.66% 0% 0.06%10.06% 0.05%%0.05% 0.20%%0.20%

Infiltrado inflamatorio  3.03%%0.77% 2.27%+1.43% 0.11%20.11% 1.49%+0.63% 0.71%+0.25% 0.90%*0.85%

(p>0.05)
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5. DISCUSSAO

7

Os carcinomas mamarios sao frequentes em cadelas e o diagnostico é muito
importante para determinar o prognéstico e o tratamento. No entanto, para se ter um
melhor prognostico é necessaria a avaliagdo criteriosa das caracteristicas da
neoplasia como o tipo histolégico e a graduacdo. Neste estudo, todas estas
caracteristicas foram avaliadas e as neoplasias mamarias foram graduadas de

acordo com sistema Elston e Elis (1991).

Diferentes métodos permitem a analise da proliferacdo celular de uma neoplasia
mamaria, como a citometria de fluxo, avaliacbes morfoldégicas nucleares e de
cromatina, regides organizadores de nucléolo (NOR) e a imunoistoquimica nuclear
(Dutra, et al.,, 2008; Ferreira, et al., 2017). No entanto, a contagem mitdtica é
considerada um método mais simples e viavel, reconhecidamente util e de baixo
custo para aplicagdo na rotina de diagnéstico. O indice mitético na avaliagdo
histopatoldégica do carcinoma mamario corresponde a um importante critério de
avaliacdo na graduacgéo, pois além de determinar comportamento bioldgico, pode
auxiliar nas opgoes de tratamento quimioterapico e determinar o potencial de
malignidade (Dutra, et al., 2008; Ferreira, et al.,, 2017). Cavalcanti, 2006 relatou
menor tempo de sobrevida em animais com carcinomas mamarios com alto indice
mitético, independente dos outros critérios de graduagdo (formacdo tubular e
pleomorfismo nuclear) (Cavalcanti, 2006). No presente estudo o indice mitético
obteve uma relacéo significativa com as neoplasias de grau lll tanto em neoplasias
metastaticas e ndo metastaticas. Resultado semelhante foi descrito por Dutra, et al.
(2008) em um estudo com métodos de avaliagdo de proliferagéo celular em cadelas
com carcinoma mamario, onde obteve-se uma relagcéo positiva da contagem mitética
com o aumento do grau da neoplasia mamaria e na determinagdo de fatores

prognésticos.

Além do indice mitbtico, areas de necrose distribuidas dentro da neoplasia mamaria
maligna também podem ser relacionadas com maior malignidade (Zappulli et al.,
2019). A necrose ocorre devido ao rapido crescimento da neoplasia maligna com
reducao do aporte nutricional pelos vasos sanguineos (Newkirk, et al., 2017).
Embora ndo esteja incluida nos critérios da graduacao elaborados por Elston e Elis

(1991) para os carcinomas mamarios, esta lesdo é considerada uma importante
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caracteristica de malignidade na avaliacdo histopatolégica de diversos tumores,
incluindo as neoplasias mamarias (Goldschmidt et al., 2011; Zappulli et al.,2019). Tal
fato, corrobora com os resultados do presente estudo onde houve um aumento
significativo da intensidade da necrose em neoplasias de alto grau em carcinomas

metastaticos e nao metastaticos.

O sistema imunolégico tem um importante papel no desenvolvimento das neoplasias
tanto em humanos como em animais. Estudos com histologia e citometria de fluxo
demonstram que as neoplasias mamarias sao infiltradas por diversos tipos de
células do sistema imune, que incluem linfécitos T, linfécitos B, células NK e
macréfagos (Estrela-Lima et al., 2017). Ha evidéncias que o tipo, a intensidade, a
localizagdo do infiltrado inflamat6rio na neoplasia e a agcdo de citocinas podem
influenciar na resposta inibitéria ou promotora do crescimento tumoral (Estrela-Lima
et al.,, 2017). Neste estudo nao foram realizados exames moleculares como a
citometria de fluxo, para a diferenciagcao dos tipos de células linfoides, sendo assim
nao seria possivel de definir o papel dessas células nas neoplasias avaliadas, porém
pela avaliacdo histopatoldgica foi possivel determinar que a intensidade do infiltrado
inflamatério ndo influenciou na graduacao e metastases, no entanto, em todas as
neoplasias avaliadas foram encontrados infiltrados inflamatorios em diferentes

intensidades.

Na neoplasia mamaria, a matriz extracelular esta sendo constantemente
remodelada. Durante a remodelacdo da MEC, ocorrem diversas alteracbées como a
protedlise dos colagenos tipo | e IV por metaloproteinases e catepsinas com
formacao de fragmentos que sdo essenciais para a invasao e migracao das células
tumorais no tecido e vasos sanguineos e linfaticos (Egeblad et al., 2010). Os
fragmentos de colageno tipo | podem agir como antagonistas pois ndo conseguem
formar uma estrutura de colageno completa e ao mesmo tempo podem facilitar a
migracdo das células tumorais através da ativacao de integrinas (Egeblad et al.,
2010).

Ocorreu um predominio do colageno tipo | em todas as neoplasias mamarias
avaliadas, contudo, no presente estudo, ndo houve um efeito significativo na
presenca de metastase e do grau da neoplasia nos valores deste colageno. Na
avaliagdo histopatolégica com a utilizacdo da técnica de Pricossirius Red com
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polarizacdo nos carcinomas mamarios, foram observadas areas com linearizacao,
fragmentacdo e desorganizacdo das fibras colagenas, principalmente nos
carcinomas mamarios de grau lll. Semelhante ao encontrado no estudo realizado
por Garcia et al., (2021), onde foi observado maior proporcao de fibras de colageno
mais curtas em carcinomas mamarios invasivos e que foram relacionados a menor
taxa de sobrevida em cadelas. Outros estudos com a avaliacdo do colageno em
neoplasias malignas de cdes também observaram alteragbes nas fibras colagenas
semelhantes com as encontradas no presente estudo (Bedoya et al., 2016; Martins
et al., 2002).

Alguns fatores podem ter contribuido para a variabilidade observada nos valores dos
colagenos tipo | e lll, como as diferentes classificagcdes e graduagdes. De forma que,
ao avaliarmos os resultados dos carcinomas em tumor misto separados das demais
classificacdes, ocorreu um efeito significativo do colageno tipo | em relacao ao grau,
com maior média no grau | em relagédo ao lll. Este resultado pode ser explicado pela
presenca de fibras de colageno tipo | mais lineares e menos fragmentadas em
relacdo as fibras colagenas das outras graduacdes observadas nos carcinomas em
tumor misto do presente estudo. Este resultado é semelhante ao encontrado por
Martins et al., (2002) onde foram observadas fibras coldgenas mais regulares e

organizadas em neoplasias mamarias bem diferenciadas.

Os colagenos tipo | e tipo Il predominam na pele normal, representando
respectivamente, 87% e 10% do colageno dérmico (Miller et al.,2013). Na matriz
extracelular dos carcinomas mamarios, a quantidade de colageno tipo Ill pode variar
de acordo a malignidade da neoplasia. Estudos com camundongos demonstraram
menor expressdo de colageno tipo Il quando associado com a agressividade
tumoral (Brisson et al., 2015). No entanto, em estudos com humanos, houve um
aumento da expressdo deste coladgeno de acordo com o aumento do grau da
neoplasia mamaria (Robertson, 2016). Estes estudos demonstram a variabilidade da
concentragao do colageno tipo Ill na MEC dos carcinomas mamarios, semelhante ao
observado no presente estudo, que apesar de nao ter um efeito significativo nos
grupos, foi observada variadas concentracdes deste coldgeno nas neoplasias das

diferentes graduagdes dos grupos metastaticos e ndo metastaticos.
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Um dos critérios celulares de grande importancia na avaliacdo da malignidade das
neoplasias e o pleomorfismo nuclear (Ferreira et al., 2017). Na avaliacdo nuclear das
neoplasias mamarias deve se considerar o tamanho e a forma dos nucleos
celulares, tendo como referéncia a célula mamaria epitelial normal (Ferreira et al.,
2017). Estudos com carcinoma mamario em humanos consideraram que a utilizacao
da técnica de morfometria para mensuragdo nuclear pode fornecer progndsticos
mais objetivos e precisos em comparacao ao método de anadlise histopatoldgica
convencional (Krongvist et al., 2002; lkpatt et al., 2002; Veta et al., 2012). No
presente estudo, no grupo dos carcinomas em tumor misto, houve um aumento do
didmetro maior do nucleo em neoplasias nao metastaticas, independente do grau.
Este resultado pode ser explicado pois o carcinoma em tumor misto € uma neoplasia
composta por células epiteliais cubicas a colunares com diferentes graus de
pleomorfismo nuclear (Goldschimidt, 2017; Ferreira, 2017).

O microambiente tumoral € formado por células neoplasicas, estroma, vasos
sanguineos, células inflamatérias associadas com outros variados componentes
celulares (Whiteside, 2008). Os componentes do microambiente tumoral exercem
uma importante funcao na interacao entre a neoplasia e o estroma mamario que
favorecem a progressao, proliferacdo, invasdo e metastase (Franco et al., 2010).
Neste estudo, foram avaliadas as areas com maior densidade celular do carcinoma
mamario e na mesma area foram analisadas as células inflamatérias, vasos
sanguineos e areas de necrose, afim de encontrar uma associacao entre as células
tumorais e estes componentes. Porém, nado foram encontradas relacdes
significativas entre estes componentes com a presenga ou auséncia da metastase e

0 grau da neoplasia.



45

6. CONCLUSOES

o A intensidade da necrose e do indice mitético podem ser relacionados com
maior grau de malignidade nos carcinomas mamarios na avaliagdo histopatoldgica.

o Houve predominio do colageno tipo | em todos os carcinomas mamarios.

o Em carcinomas de tumor misto ha maior propor¢cao de colageno tipo | em
neoplasias de baixo grau.

o Os carcinomas em tumor misto ndo metastaticos podem ter nucleos com
diametro maior em relagcao aos metastaticos.

o Estudos futuros com maior quantidade de amostras representativas de cada
tipo histolégico e graduagdo sao recomendados para a determinacdo das
caracteristicas do carcinoma mamario canino, a sua relagdo com o microambiente

tumoral e com a metastase pulmonar.
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