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RESUMO

PINTO, M.P.R. Caracterizacdo morfologica e clinica do carcinoma em tumor misto grau
| “atipico” da mama de cadelas e sua correlacdo com a sobrevida. Salvador, 2020. 71p.
Defesa (Mestre em Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2020.

O carcinoma em tumor misto é a neoplasia mamaria maligna mais frequente em cadelas, e
algumas caracteristicas lhe conferem maior potencial de malignidade, a exemplo de areas com
padrdo proliferativo micropapilar ou o maior grau histolégico. Desta forma, objetivou-se com
0 desenvolvimento deste estudo, realizar a caracterizacdo clinica, epidemiolégica e anatomo-
histopatoldgica dos carcinomas em tumores mistos, determinando quais caracteristicas
morfoldgicas contribuem para o comportamento “atipico” dos CTM Grau I com metéstase
nodal, a fim de comparar com os CTM grau Il e correlacionar com as taxas de sobrevida.
Foram selecionados 100 casos de carcinomas em tumores mistos (CTM) subdivididos com
base na graduacédo histoldgica e comprometimento do linfonodo regional [(48 CTM I (-), 16
CTM | (+), 23 CTM (-), 13 CTM (+)]. Foram reavaliadas informacdes clinicas,
epidemioldgicas e histopatologicas referentes ao tumor mamario e do linfonodo regional.
Verificou-se que em CTM | e CTM 11, o tamanho do tumor e o tempo de detec¢éo refletem no
prognostico das pacientes, CTM | (+) apresentam taxa de sobrevida baixa e caracteristicas
histopatologicas semelhante CTM 1l (+), como matriz mixdide associada a tecido maduro,
arranjo papilar, inflamacéo linfohistioplasmocitaria, maior desmoplasia e menor quantidade
de vasos peri e intratumorais. Nas metastases nodais foi observado predominancia de células
neoplasicas isoladas, diferente da maioria dos casos, dos tumores primarios. Conclui-se que
para a avaliacdo fidedigna dos carcinomas em tumores misto, além do grau histopatologico, se
faz necessario o estudo das células miopiteliais e possiveis adaptacbes no sistema de
graduacdo, acrescentando caracteristicas morfoldgicas que podem estar relacionados a maior
agressividade tumoral como matriz extracelular, desmoplasia, presenca e tipo de inflamagéo,
angiogénese e invasdo. Esse estudo contribui para a identificacdo de caracteristicas preditivas
de metéstases em cadelas que apresentem CTM de baixo grau, porém de alta agressividade.

Palavras-chave: cancer de mama, cdo, comportamento bioldgico, graduacéo histopatologica,

potencial de malignidade.
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ABSTRACT

PINTO, M.P.R. Morphological and clinical characterization of carcinoma mixed tumor
“atypical” grade | in female dogs and its correlation with survival. 2020. 71p. Defesa
(Mestre em Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Universidade Federal da Bahia, 2020.

Carcinoma in a mixed tumor is the most frequent malignant mammary neoplasia in female
dogs, and some characteristics give it a greater potential for malignancy, such as areas with a
micropapillary proliferative pattern or the highest histological grade. Thus, the objective of
this study was to carry out the clinical, epidemiological and anatomo-histopathological
characterization of carcinomas in mixed tumors, determining which morphological
characteristics contribute to the “atypical” behavior of Grade I CMT with nodal metastasis.
compare with CMT grade Il and correlate with survival rates. We selected 100 cases of
carcinomas in mixed tumors (CMT) subdivided based on histological grading and regional
lymph node involvement [(48 CMT I (-), 16 CMT | (+), 23 CMT (-), 13 CMT (+) Clinical,
epidemiological and histopathological information regarding the mammary and regional
lymph node tumor was reevaluated. It was found that in CMT | and CMT II, the size of the
tumor and the time of detection reflect on the patients' prognosis, CTM | (+) present a low
survival rate and histopathological characteristics similar to CMT Il (+), such as myxoid
matrix associated with mature tissue, papillary arrangement, lymphohistioplasmocytic
inflammation, greater desmoplasia and lesser number of peri and intratumoral vessels. , unlike
most cases, of primary tumors. It is concluded that for the reliable evaluation of carcinomas in
mixed tumors, in addition to the histopathological degree, it is necessary to study the
myopithelial cells and possible adaptations in the grading system, adding morphological
characteristics that may be related to greater tumor aggressiveness such as extracellular
matrix, desmoplasia, presence and type of inflammation, angiogenesis and invasion. This
study contributes to the identification of predictive characteristics of metastases in bitches
with low-grade but highly aggressive CMT

Keywords: breast cancer, dog, biological behavior, histopathological graduation, potential of

the malignancy.
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1 INTRODUCAO

Dentre os tumores malignos da mama de cadelas, o carcinoma em tumor misto
(CTM) ¢, atualmente, o mais frequente, correspondendo a cerca de 42% das neoplasias
diagnosticadas nesta espécie (CASSALI, 2000; ESTRELA-LIMA et al., 2010;
MISDORP et al., 1999; RIBEIRO et al., 2009; TORIBIO, 2012). Este tumor é
classificado como misto e tem origem a partir da transformagcdo maligna do
componente epitelial do tumor misto benigno e pode apresentar crescimento in situ ou
infiltrativo, evidenciado pela perda da continuidade das camadas mioepitelial e basal
associado a invasdo de células neoplasicas no estroma, ou ainda substitui
completamente a lesdo benigna pré-existente (CASSALI et al., 2014; DAMASCENO,
2012; MISDORP et al., 1999).

Os tumores mistos malignos da mama de mulheres sdo geralmente
denominados carcinomas metaplasicos com producdo de matriz (SAAD et al., 2017;
SAAD et al., 2018) e apresentam importantes similaridades morfolégicas com o
carcinoma em tumor misto da cadela (CASSALI et al., 2012; GENELHU et al., 2007;
MCMULLEN et al., 2019; SAAD et al., 2017; WARGOTZ; NORRIS, 1989).

Entretanto, o carcinoma metaplasico esta associado a uma evolugédo
desfavoravel, com sobrevida maxima de cinco anos (WARGOTZ; NORRIS, 1990;
TAKALA et al., 2019; POLAMRAJU et al., 2020) enquanto, o CTM com maior
frequéncia apresenta baixo grau histologico e prognéstico favoravel comparado a
outros carcinomas mamarios da cadela (CASSALI, 2000; DAMASCENO, 2012;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; MARTINS et al., 2002; PATEL et al., 2019; RIBEIRO
etal., 2009; NUNES et al., 2019; RASOTTO et al., 2017).

Recentemente, estudos tem relatado caracteristicas atipicas dos carcinomas em
tumores mistos, o que Ihe confere maior potencial de malignidade, mas apenas quando
associados a areas de padrdo proliferativo micropapilares ou quando apresentam maior
grau histopatolégico (NUNES et al., 2019). Nos ultimos anos, tem sido observado na
rotina da oncologia mamaria casos intrigantes de cadelas portadoras de CTMs grau I,
mas que de forma controversa, possuem alto potencial metastatico, cuja evolucao, via
de regra resulta no ébito do animal (dados ndo publicados). Neste estudo, 0s casos de
carcinomas em tumores mistos, com baixo grau histopatoldgico, mas que evoluem

para metastase e cursam com a baixa sobrevida das cadelas foram denominados de
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“atipicos”.

A transformacdo ou mudanca para um estado de maior malignidade no caso
dos carcinomas em tumores mistos ainda é pouco conhecida (BERTAGNOLLI et al.,
2011), assim como a origem dos componentes mesenquimais (PANDEY et al., 2011).
Desta forma, diante da alta frequéncia dos CTMs grau I, da possibilidade de variacdo
do seu potencial de malignidade, determinado por outros fatores que nao apenas o grau
histoldgico, se justifica a tentativa de identificar caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas, mas principalmente morfoldgicas que contribuam para a
compreensdo desse comportamento “atipico”, bem como propiciem a identificacdo do
prognostico de forma pratica na rotina clinica e consequentemente melhor conduta
terapéutica nesses casos (DE LAS MULAS et al.,, 2005; RAKHA; ELLIS, 2011;
SARLI et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
v Determinar quais caracteristicas morfoldgicas contribuem para o
comportamento “atipico” dos carcinomas em tumores mistos grau I de cadela com

metastase nodal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos carcinomas em
tumores mistos graus | e 1, com e sem metastase para linfonodos.

v Comparar caracteristicas histopatologicas dos carcinomas em tumores
mistos graus | e 11, com e sem metastase para linfonodos.

v Caracterizacdo das metéstases nodais dos carcinomas em tumores
mistos graus I e Il.

v Avaliar e comparar a taxa de sobrevida em cadelas acometidas com
carcinomas em tumores mistos graus | e 11 com e sem metastase para linfonodos.

v Avaliar quais caracteristicas clinicas e morfoldgicas estdo relacionadas
com o risco de 6bito nos animais acometidos com carcinoma em tumor misto Grau |

com metastase para linfonodo.
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3. HIPOTESE
v O carcinoma em tumor misto (grau 1) metastatico possui predominio do
arranjo papilar e por¢cdo mesenquimal composta apenas por matriz fibrosa, fatores que

justificam seu comportamento bioldgico mais agressivo “atipico”.
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4. REVISAO DE LITERATURA

41 NEOPLASIAS MAMARIAS DE CADELAS E FATORES
PROGNOSTICOS CLASSICOS

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes tanto em mulheres
quanto em cadelas e causam grande impacto na medicina veterinaria (CASSALLI,
2013), pois na espécie canina, representam 52% de todas as neoplasias, € em 90% dos
casos sdo malignas (ESTRELA-LIMA et al., 2010).

Em cadelas, a maior incidéncia das neoplasias mamarias pode estar associada
com a maior expectativa de vida dos animais e ao uso de progestagenos para controle
do cio nas fémeas (LANA et al., 2007; SCHNEIDER et al., 1969). No entanto, além
das causas hormonais possui uma etiologia multifatorial, com influéncia de fatores
genéticos, ambientais, nutricionais (ALENZA et al., 2000; CLEARY et al., 2010;
SILVA etal., 2004).

Diante da frequéncia dos tumores de mama em cadelas, estudos séo realizados
a fim de padronizar o diagnoéstico, definir o progndstico e buscar a melhor conduta
terapéutica, além de permitir que a espécie canina atue como modelo experimental
comparativo, devido as semelhanca clinico-patologicas com tumores nas mulheres
(AL-MANSOUR et al., 2018; CASSALLI, 2013).

A classificagdo histopatoldgica, o estadio clinico e o grau, assim como a
correlacdo entre esses dados, tém sido utilizados como fatores prognosticos
importantes, a fim de prever o risco de morte ou de recidiva e direcionar as terapias a
serem instituidas (CASSALLI, 2006). Dentre a avaliacdo dos fatores progndsticos se faz
importante 0 uso do estadiamento de tumores mamarios caninos, estabelecido pela
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) e baseado no Sistema TNM, o qual considera o
tamanho da lesdo primaria (T), extensdo de sua disseminacdo para os linfonodos
regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M), esses dados auxiliam o
profissional no melhor planejamento terapéutico (CASSALI et al., 2014; OWEN,
1980).

Em tumores mamarios de cadelas o estadio é estratificado da seguinte forma:
em relacdo ao tamanho, T1 sdo tumores menores que 3,0 cm; T2 sdo aqueles entre 3,0
e 50 cm e T3 sdo tumores maiores que 5,0 cm. A disseminacdo dos linfonodos

regionais sao classificados em NO quando ndo ha comprometimento e N1 quando ha, e
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a metastase a distancia em MO, quando ausente e M1, quando presente (SORENMO,
2003) (Anexo 1).

Em relagcdo a graduacdo, historicamente o primeiro sistema utilizado para
tumores mamarios em mulheres foi o de Nottingham, estabelecido em 1973 e,
posteriormente, modificado por Elston e Ellis, (1991). Nesse estudo, o sistema de
escores foi utilizado para avaliar formac&o tubular (escore 1 quando presente em mais
de 75% do tumor, escore 2 quando em 10 a 75% e escore 3 quando em menos de
10%); pleomorfismo nuclear (escore 1 quando discreto, escore 2 quando moderado e
escore 3 quando havia marcada variacdo) e contagem de mitoses em 10 campos
considerando a area do microscopio, também com escores de 1 a 3. Assim, somam-se
0s escores, e valores entre 3a5, 6 a 7 e 8 a9 pontos, o tumor recebe o grau I, 11 e 111,
respectivamente. Esses resultados trouxeram evidéncias de que o grau histolégico
pode ser utilizado como parte de um indicador prognéstico (ELSTON; ELLIS, 1991)
(Anexo 2).

Inicialmente, esse método para avaliagdo do pleomorfismo nuclear foi
considerado subjetivo e ndo foi amplamente aceito, 0 que gerou diversos estudos de
concordancia entre patologistas especialistas no diagnostico de neoplasias mamarias,
reprodutibilidade e padronizacdo do sistema de graduacdo, a fim de minimizar
possiveis erros e garantir o correto progndéstico e tratamento (DALTON et al., 1994;
DUNNE; GOING, 2001; ROBBINS et al., 1995).

Em cadelas, 0 método de graduacdo de Nottingham modificado por Elston e
Ellis (1991) foi aplicado em um estudo com 85 pacientes acompanhadas por um
periodo de dois anos para correlacionar o grau histolégico com o aparecimento de
metastase, sobrevida e prognostico desses animais. Os autores observaram que esse
sistema de graduacdo apresentava-se como um fator prognéstico confidvel e que
poderia ser utilizado de forma confiavel na veterinaria para indicacdo do tratamento
pos cirargico (KARAYANNOPOQULOU et al., 2005).

Desde entdo, o sistema de graduacdo de Nottingham modificado por Elston e
Ellis (1991) tem sido frequentemente utilizado por patologistas e oncologistas
veterinarios como uma ferramenta para o refinamento do diagndéstico, defini¢cdo do
prognostico e tratamento dos pacientes (CASSALI et al., 2014). No entanto, todos 0s
sistemas de graduacdo de neoplasias mamaérias, quando aplicados em tumores com

componentes mioepiteliais, a exemplo do mioepitelioma maligno e do
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carcinossarcoma, ndo fazem a avaliacdo desse tipo de populagéo celular, e por isso a
malignidade dos tumores produtores de matriz pode ser subestimada (RASOTTO et
al., 2017).

Alguns marcadores moleculares podem ser utilizados como valor progndstico,
entre eles os receptores hormonais de estrogeno e progesterona, ciclooxigenases,
indice de proliferacdo (Ki67), fator de crescimento epidérmico (EGFR) e moléculas de
adesdo como E-caderina e B-catetina, no entanto ndo séo tdo frequentes na rotina
clinica (GAMA et al., 2008; GERALDES et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009).

4.2 CARCINOMA EM TUMOR MISTO

A frequéncia dos tipos de tumores de mama de cadelas pode variar devido aos
diferentes métodos de classificacdo histopatolégica (CASSALI et al, 2014,
GOLDSCHMIDT et al., 2011), o que torna conflitante a comparagdo de pesquisas
clinico-epidemioldgicas (AULER et al., 2011; CASSALI et al., 2017).

A maioria dos pesquisadores mostram que entre as neoplasias mamarias
malignas mais comuns em cadelas, o carcinoma em tumor misto € o mais frequente e
geralmente apresenta baixo grau histolégico e prognostico favoravel comparado a
outros carcinomas mamarios (CASSALI, 2000; DAMASCENO, 2012; ESTRELA-
LIMA et al., 2010; MARTINS et al., 2002; PATEL et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2009).

Em humanos, tumores mistos sdo mais frequentes em glandulas salivares e
eram anteriormente descritos como carcinomas ex adenomas pleomorficos. Quando os
tumores mistos malignos acometem a mama em mulheres sdo geralmente
denominados como carcinomas metaplasicos com producdo de matriz (SAAD et al.,
2017; SAAD et al., 2018) e apresentam grandes similaridades clinico-patolédgicas e
moleculares com os carcinomas em tumores mistos de mama em cadelas, dentre elas a
alta heterogeneidade e diferenciagdo mesenquimal com formacao condroide e osteoide
(CASSALI et al., 2012; GENELHU et al., 2007; MCMULLEN et al., 2019; SAAD et
al., 2017; WARGOTZ; NORRIS, 1989).

Nos carcinomas metaplasicos da mama de mulheres a diferenciacdo 0ssea é

pouco frequente (LEE et al., 2008), porém ha relatos de formacgdes de células
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osteoblasticas gigantes, e de matriz dssea tanto na mama quanto no sitio metastatico,
porém a natureza desse processo ainda ndo foi elucidada (PATEL; MASO, 1966).

Esse tipo de neoplasia na mulher esta associado a uma evolucdo ruim,
sobretudo se associados a grupos produtores de matriz ou com diferenciacdo
escamosa, 0S quais geralmente apresentam fenoOtipo triplo negativo, ou seja, nédo
respondem a acdo hormonal de estrogeno, progesterona e ao fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (HER2), nesses casos a sobrevida global das pacientes é de
até cinco anos (POLAMRAJU et al., 2020; TAKALA et al., 2019; WARGOTZ;
NORRIS, 1990;).

Justamente pela heterogeneidade dos tumores de mama metaplasico na
mulher, a histogénese é pouco conhecida, no entanto, acredita-se que a metaplasia
observada nesses tumores tenha origem na conversdao do componente carcinomatoso
em sarcomatoso induzidos pelo processo de transicéo epitelial-mesenquimal (PINHO,
2017).

Atualmente, a denominagdo carcinomas em tumores mistos é utilizada para
neoplasias que apresentam apenas o componente epitelial maligno, com perda das
camadas mioepitelial ou basal ou ainda com invasdo ao estroma, e 0 componente
mesenquimal permanece benigno, com formacao de matriz mixdide, cartilagem, 0sso
ou tecido adiposo. (CASSALI et al., 2012; 2014; MISDORP et al., 1999).

Entretanto, nos cdes a terminologia dos carcinomas em tumores mistos
mamarios passou por algumas mudangas, nas quais anteriormente eram denominadas
de tumores mistos malignos e compreendiam os tumores com porcdes epiteliais e/ou
mesenquimais malignas, desta forma, 0s carcinossarcomas eram comumente
classificados como sinénimo. Além disso, a denominagdo carcinoma complexo era
também empregada quando a formacgdo de matriz ndo estava bem definida (MISDORP
etal., 1999).

Apesar das dificuldades de realizacdo de estudos clinico-epidemiologicos por
conta das mudancas na classificacdo histolégica ao longo do tempo, no Brasil,
diferentes grupos de pesquisa demonstraram uma frequéncia acima de 50% de tumores
malignos, destes destacam-se 0s carcinomas em tumores mistos ou carcinomas
complexos, pois sdo considerados tipos histologicos diferentes (OLIVEIRA et al.,
2003; OLIVEIRA FILHO et al., 2010; NUNES et al., 2019; RASOTTO et al., 2017,
TORIBIO et al., 2012).
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Porém ambos sdo descritos em sua grande maioria como neoplasias de bom
comportamento bioldgico, com acometimento em pacientes com estadio | e de
excelente prognostico, no entanto, deve-se realizar a distin¢do do grau dos carcinomas
em tumores misto, visto que em casos de maior grau ja lhe conferem maior
malignidade ou “comportamento atipico” (NUNES et al., 2019; RASOTTO et al.,
2017).

Sabe-se que os carcinomas em tumores mistos de cadelas se originam da
transformagcdo maligna do componente epitelial dos tumores mistos benignos
(MISDORRP et al., 2002), no entanto, essa transformacao ou a mudanca para um estado
de maior malignidade ainda é pouco conhecida (BERTAGNOLLI et al., 2011).

4.2.1. Células mioepiteliais

A origem dos componentes dos tumores mistos (ou ainda denominado tumores
complexos) € até o momento controversa, pois as células mioepiteliais apresentam
fungdes ainda pouco exploradas, sabe-se que sdo responsaveis pela sinalizacdo entre
células, pela contracdo ductal, atuam como uma barreira natural fisica entre estroma e
o lumen de forma que mantém a arquitetura anatomo histolégica da mama. (PANDEY
etal.,, 2011).

Essa barreira fisica favorece sua atuagcdo como supressor natural da invasao e
metastase de uma neoplasia in situ, dessa forma, os carcinomas em tumores mistos
podem apresentar, na maioria dos casos, um bom comportamento bioldgico visto que
hd o envolvimento apenas do componente epitelial (PANDEY et al., 2011), em
especial se comparado aos carcinomas simples que s@o mais infiltrativos para vasos
linfaticos e possuem maior potencial metastatico (YAMAGAMI et al., 1996).

As células mioepiteliais também apresentam permeabilidade seletiva a
pequenas moléculas, regulam a expressdéo de metaloproteinases, sintese de
componentes da matriz extracelular e atuam como supressores de tumor pela indugédo
das células tumorais a apoptose, bloqueio da angiogénese e da degradacdo da
membrana basal (PANDEY etal., 2011).

A glandula mamaria possui trés fenotipos celulares: epitelial, basal e
mioepitelial. Durante o processo de transformacdo de tumor misto benigno para um
carcinoma em tumor misto, pode acontecer a perda destes fenétipos, bem como

alteracdes moleculares como perda da expressdo de genes supressores do tumor (p63,
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ANp63) e das moléculas de adesdo (E-caderina e (-catenina), superexpressdo de
HER2, ou os tumores mistos mamarios de cadelas podem sofrer a influéncia de células
troncos neoplésicas, com maior capacidade de diferenciagdo o que resulta na grande
heterogeneidade dos tumores de mama (CASSALI et al., 2012; RAMALHO et al.,
2006; SAAD et al., 2017).

A hipersecrecdo de metaloproteinases pelas células tumorais levam a mudancas
no microambiente tumoral, tal como degradacdo de membrana basal, da matriz
extracelular e das proprias células mioepiteliais que perdem sua atuacdo como barreira
fisica, responsavel por impedir o avanco das células epiteliais (GUDJONSSON et al.,
2002; JONES et al., 2003; NGUYEN et al., 2000; PANDEY et al., 2011), porém se
desconhece os mecanismos moleculares e sinalizadores que levam a diferenciacéo de
fendtipo (DEUGNIER et al., 2002).

Uma das teorias aponta que a matriz mixoide presente nos tumores mistos é
predominantemente produzida pelas células mioepiteliais decorrente da proliferacdo
de células fusiformes mioepiteliais e/ou formacdo de matriz mixoide, que se diferencia
posteriormente em tecido cartilaginoso. 1sso sugere a transformacdo sequencial de
mixoide em cartilagem, foi observado ainda que a expressdo de proteoglicanos de
matriz extracelular, como o versican, poderia estar envolvida na precocidade dessa
transformagdo, o que leva a fendtipos mesenquimais de células mioepiteliais
(ERDELY!I et al., 2005; DAMASCENO et al., 2014; PANDEY et al. , 2011).

Outra teoria sugere que a superexpressdo do gene p63 esta relacionada com a
origem mioepitelial por meio do componente mesenquimal e a superexpressdo de
citoqueratina 5 (CKb5) esta associada com a formacdo de células epiteliais basais em
fungdo do componente epitelial (RAMALHO et al., 2006), ou ainda que o0s
componentes do tumor misto possuem origem epitelial e estdo provavelmente
relacionados a uma diferenciacdo mioepitelial (SAAD et al., 2017).

Alguns resultados, apesar de pouco direcionados e que precisam de maior
aprofundamento, também sugerem que a formagéo da cartilagem nos tumores mistos
caninos seja resultante de um processo de transicdo epitelial para mioepitelial e
mioepitelial para mesenquimal (formacéo condroide), o que fortalece a proposta de
alteracdo fenotipica das células tumorais para uma caracteristica que ird conferir maior
motilidade (ERDELY!] et al., 2005; HELLMEN; LINDGREEN, 1989).
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4.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS NEOPLASIAS MAMARIAS

Estudar as caracteristicas clinico epidemioldgicas e morfolégicas de um tumor
auxilia na compreensdo do comportamento da neoplasia. Em mulheres, os carcinomas
lobulares invasores e in situ foram avaliados e verificou-se que o tipo invasor
apresentava forte correlacdo com o uso de tratamento hormonal pds menopausa, com
arranjos histoldgicos variados, intenso pleomorfismo, alto indice mitdtico, e com a
perda de E-caderina, fatores associados com o pior progndstico desse tumor
(CHRISTGEN et al., 2016).

Na espécie canina, os aspectos morfolégicos como arranjo das células epiteliais
tumorais, baixo grau, baixo indice mitético e frequéncia de necrose, assim como, a
auséncia de invaséo vascular em carcinomas em tumores mistos estdo relacionados
com a menor agressividade e bom prognostico da neoplasia (RIBEIRO et al., 2012).
Em outros tipos histoldgicos de neoplasias mamarias de cadelas também pode-se
confirmar que diversas covaridveis como idade, porte do animal, tamanho do nédulo,
0 préprio tipo histoldgico e tempo entre o diagndstico e a cirurgia refletem
significativamente no tempo de sobrevida das pacientes (DIAS et al., 2016), desta
forma, esses estudos direcionam os médicos veterinarios sobre a melhor terapia a ser
instituida para os pacientes.

Um estudo desenvolvido sobre as caracteristicas clinico patologicas de
diferentes tumores produtores de matriz, mostrou que nos carcinomas em tumores
mistos de cadelas o tamanho do tumor, tipo histolégico, tempo de evolugdo, grau
histopatolégico, presenca de metéstase nodal e arranjo epitelial podem atuar como
fatores progndsticos independentes (RAUBER, 2017).

Embora os carcinomas em tumores mistos apresentem em sua maioria (75%)
um bom comportamento bioldgico, baixo grau e boa sobrevida global, um estudo
recente demonstrou que em alguns casos podem ser observadas areas de padrdo
proliferativo agressivo, representadas por areas micropapilares e sélidas, com estes
achados sugeriu-se que o arranjo epitelial poderia demostrar um comportamento
bioldgico “atipico” destes tumores, e consequentemente influenciar no progndstico
(NUNES et al., 2019).

Outro achado morfolégico observado em tumores mistos e carcinomas em



25

tumores mistos de cadelas é a metaplasia 6ssea, que apesar de ndo ter sido relacionada
com a agressividade tumoral, a relacdo com o padrdo histologico permanece ainda
incerta (AULER etal., 2011).

4.3.1. Desmoplasia

A desmoplasia observada nos tumores mamarios tem sido estudada como
parametro progndstico, junto a outros fatores importantes na compreensdo do
ambiente tumoral e o conjunto de caracteristicas que podem influenciar no
comportamento individualizado da neoplasia (SOUZA et al., 2018; GUJAM et al.,
2014; TOLEDO et al., 2018).

4.3.2. Sistema imunoldgico

O sistema imunoldgico e suas subpopulagbes atuam por uma serie de
sinalizagcdes quimicas para responder adequadamente diante de uma injuria e manter a
homeostase do organismo (ONO, 2008), no entanto a atividade desregulada do sistema
imune pode estar relacionada, por exemplo, a progressao tumoral (CHOW et al.,
2014). Em carcinomas mamarios, tanto da mulher quanto de cadelas, é observado que
o infiltrado inflamatdrio linfocitico pode retardar ou auxiliar na progressdo tumoral, e
atua como importante fator prognéstico (HEYS et al., 2012; JOSHI et al., 2014,
MANTOVANI et al., 2002; MONTEIRO et al., 2018; ONO, 2008).

Com isso, a intensidade, tipo populacional e estado de ativacdo das células
inflamatdrias presentes no microambiente tumoral que acompanham o tumor também
atuam como biomarcador prognodstico e preditivo, das quais destacam-se as
populacBes de linfécitos e macréfagos (KLIMP et al., 2002, ESTRELA-LIMA et al.,
2010; VIEIRA-FILHO et al., 2018).

A subpopulacdo de linfécitos TCD8+ estd relacionada ao pior prognostico
assim como os macréfagos ativados pela via alternativa, denominados macréfagos tipo
2, pois eles estdo envolvidos na progressédo tumoral (ESTRELA-LIMA et al., 2010;
MONTEIRO et al., 2018; VIEIRA-FILHO et al., 2018).

O uso de marcadores moleculares mais especificos, tanto em neoplasias
mamarias de mulheres quanto de cadelas, atuam como métodos adicionais para melhor
diagnostico e tratamento, além de explicarem comportamentos diferenciados de um

mesmo tumor, no entanto a precisdo e reprodutibilidades dos fatores morfoldgicos séo
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essenciais para garantir a identificacdo do prognostico de forma préatica na rotina
clinica e consequentemente melhor conduta terapéutica (DE LAS MULAS et al.,
2005; RAKHA; ELLIS, 2011; SARLI et al., 2002).

Apesar dos avancos das pesquisas em tumores mamarios, ainda ha poucos
estudos na literatura sobre as caracteristicas morfologicas e clinico-epidemiologicas
dos carcinomas em tumores mistos, no que tange os diferentes comportamentos
biologicos deste tipo tumoral. O que torna relevante identificar os casos “atipicos”,

este termo aplica-se em situagdes consideradas incomuns, raras.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS

Este estudo foi realizado de acordo com os principios éticos para uso de
animais em experimentacdo e apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CETEA/CEUA), da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da

Universidade Federal da Bahia, sob o protocolo nimero 62/2019 (Anexo 3).

5.2 LOCAIS DE EXECUCAO

Para a realizacdo do projeto foram utilizadas as bases fisicas e a infraestrutura
do Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) do Hospital de Medicina Veterinaria
Professor Renato Medeiros Netto (HOSPMEV) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e do Laboratdrio de Patologia Experimental (LAPEX) do Instituto Gongalo
Moniz / Fundacdo Oswaldo Cruz — Bahia (IGM/Fiocruz-BA).

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram selecionados 100 casos com diagndstico histopatoldgico de carcinoma
em tumor misto (CTM), de um total de 1.046 casos de neoplasias mamarias em
cadelas atendidos pelo Nucleo de Pesquisa em Oncologia Mamaria (NPgOM) ou
provenientes da rotina do Setor de clinica-cirdrgica do HOSPMEV. O estudo tem
carater retrospectivo no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2017 e prospectivo,
de janeiro de 2018 a dezembro de 2019.

A revisdo dos casos selecionados foi realizada por dois patologistas
veterinarios, isoladamente, sem conhecimento prévio do diagndstico anterior. Apds a
confirmacdo do diagnostico, os casos foram divididos com base na graduagdo
histopatolégica em grau 1 e 11 [CTM | e (64) e CTM 11 (36)]. Em seguida, esses dois
grandes grupos foram ainda subclassificados de acordo com a presenca ou ndo de
metastase em linfonodo: CTM | (-), CTM | (+), CTM 1l (-) e CTM Il (+) (Figura 1).
Os critérios para inclusdo utilizados na selecdo dos casos foram: diagndstico
histopatolégico de carcinoma em tumor misto, sendo este 0 tumor com caracteristicas
mais agressivas nos casos de tumores mdultiplos (CASSALI et al., 2014), cadelas
submetidas mastectomia unilateral da primeira cadeia sem histérico prévio de

neoplasia mamaria na cadeia contralateral ou de outro tipo neoplésico, bidpsia
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excisional do linfonodo inguinal, grau histoldgico | e Il com base no sistema
Nottinghan (ELSTON; ELLIS, 1991); dados referentes a avaliacdo do linfonodo,;
fichas com preenchimento superior a 50% das caracteristicas clinico-patologicas e
material de reserva suficiente para processamento histoldgico. Os casos de CTM grau
I11 ndo foram incluidos neste estudo, pela sua baixa frequéncia na rotina do LPV-

UFBA, o que ndo favoreceu a constituicdo de um outro subgrupo para analise.

Figura 1: Grupos experimentais divididos a partir da graduacdo histopatoldgica e presenca ou
auséncia de metéstase para linfonodo.

CTM
(n=100)
|
| |
Grau | Grau II
(n=64) (n=36)
Sem Com Sem Com
metastase metastase metastase metastase
(n=48) (n=16) (n=23) (n=13)

Legenda: CTM = Carcinoma em Tumor Misto

Foram revisadas fichas clinicas, oncologicas e laudos histopatologicos de todos
0s animais selecionados, para obtencdo de dados clinicos e epidemiolégicos, como
raca, idade, sexo, status reprodutivo da paciente, uso de progestagenos e pseudociese.
Também foram coletadas informacdes relacionadas ao tempo de deteccdo da doenca,
caracteristicas do tumor a exemplo da localizacao, tamanho, ulceracdo, metastase, bem
como estadio clinico, tratamento quimioterapico e tempo de sobrevida.

O tempo de deteccdo da doenca foi estabelecido pela data em que o tutor
observou o0 nédulo pela primeira vez até o primeiro atendimento com o médico
veterinario. A sobrevida global foi definida (em dias) como sendo o periodo entre a
exérese cirargica do tumor primario e a data de ébito pela doenca ou finalizacdo deste
estudo. O o6bito pela doenca foi confirmado ap6s exame necroscopicos dos animais,

com consentimento do tutor.
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As caracteristicas histopatoldgicas avaliadas, nas sec¢fes de tumor e linfonodo
coradas pela Hematoxilina-Eosina incluiram: a determinacdo do arranjo histoldgico
predominante (tubular, papilar), a tipo dos componentes mesenquimais predominantes
(matriz mixoide, condroide, osteGide, associada ou ndo a tecido mesenquimal
maduro), a contagem mitotica na porcdo epitelial em pelo menos cinco campos,
presenca ou auséncia de areas de necrose do estroma tumoral, presenca ou auséncia de
desmoplasia, assim como sua intensidade (leve, moderada ou intensa) (KRUIJF et al.,
2011), avaliagdo qualitativa da resposta inflamatoria [tipo (ausente, linfocitica,
macrofagica, linfoplasmocitaria ou linfohistioplasmocitaria), distribuicdo (focal,
multifocal ou difusa) e intensidade ((leve, moderada ou intensa)], contagem de vasos
peri e intratumorais (ausentes, até 25 vasos, 26 a 50 vasos e acima de 50 vasos) e
formacdo capsular do tumor (presente ou ausente). Os casos de arranjo tubulo-papilar
foram realocados pela predominéncia (maior que 50%) do arranjo, em tubular ou
papilar. Com relacdo ao parénquima nodal foram avaliados o acometimento
metastatico, arranjo predominante das células metastaticas e a semelhanca com o
arranjo do tumor primario (Tabela 1). Para uma avaliacdo representativa, foi
considerado o tamanho tumoral, até 5,0 cm e maior que 5,0 cm, e em seguida colhidos
trés ou cinco fragmentos representativos da massa tumoral, respectivamente, medindo
cada 1,5 x 1,5 cm, selecionados de forma aleatoria, mas com exclusdo das areas de
necrose (SILVA-LIMA, 2011).

Tabela 1. Parametros epidemioldgicos, clinicos e histomorfoldgicos avaliados nos 100 casos de carcinomas
em tumores mistos de cadelas HOSPMEV/UFBA

Dados epidemioldgicos e clinicos Dados histomorfolégicos
Raca Diagnéstico Carcinoma em tumor misto
Idade Graduagao lell
Sexo Arranjo Tubglar
Papilar
Status Castrada . Mixoide; condroide; osteoide; mista*; matriz associada a tecido
8 A Matriz . H s
reprodutivo Inteira maduro; tecido maduro
Uso de Sim . Contagem em 10 CAP
. M Mitoses . -
progestagenos Néo Mitoses atipicas
. Sim Presente
Pseudociese x Necrose
Nao Ausente
Presenca
Cadeia Direita Desmoplasia Auséncia
maméria Esquerda (KRUIJF et Distribuicéo: focal, multifocal, difusa
acometida Ambas al., 2011) Intensidade: discreto,
moderado, intenso
Ausente, Linfocitica; Macrofagica; Linfohistiocitaria ou
M1 e M2 Linfoplasmocitario;
Localizagdo M3 e M4 Inflamacéo - op! A
M5 Linfohistioplasmocitaria.
Distribuico: focal, multifocal, difusa
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Intensidade: discreta,
moderada, intensa
' Con\t/zgsagrsn de Ausentes
Ulceracédo S|~m sanguineo 1225 vasos
Nao peri e 26 a 50 vasos
. . >50 vasos
intratumorais
<1 més
Tempo de 12 6 meses Formacdo Presente
deteccdo 7212 meses capsular Ausente
1,1 a3 anos
>3anos
Até 3,0 cm
Tamanho 3,1a50cm
>5,0cm
Estadiamento LI LIV, VvV - Arranjo células metastaticas (sélido, células isoladas, tubular e papilar)
, - Linfonodo . o
Metastase a Sim Semelhanga com arranjo do tumor primario
distancia Nao
- . Sim
Quimioterapia e

*Matriz mista: mixoide e condroide, mixoide e ostedide, mixoide, conddide e ostedide
**Tecido maduro: cartilagem, trabéculas ésseas, tecido mieldide

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram tabulados, coligidos, de forma ordenada e
analisados estatisticamente para avaliacdo da correlacdo entre dados epidemioldgicos,
caracteristicas morfologicas do tumor, fatores progndsticos classicos e sobrevida.

Para avaliagdo paramétrica foram utilizados os testes exato de Fisher para
verificar a significAncia de associa¢Bes presuntivas entre variaveis categoricas que
apresentavam informag6es, ANOVA e Kruskal-Wallis, quando comparados mais de
dois grupos.

Para as andlises univariada, pela correlacdo de Spearman buscou-se verificar
quais fatores histo-morfoldgicos estavam relacionados com a sobrevida, e
multivariadas e pela regresséo logistica binaria. os dados foram agrupados, sempre que
possivel, de maneira dicotdmica: tamanho do tumor (<3cm ou >3cm), ulceragdo
(presente ou ausente), tempo de deteccdo do tumor (<6 meses > 6 meses), constitui¢do
da matriz (sem tecido maduro ou associado a tecido maduro), arranjo epitelial (tubular
ou papilar); formacdo capsular (presente ou ausente), tipo de infiltrado inflamatdrio
peri e intratumoral (linfocitério, linfohistioplasmocitério), intensidade do infiltrado
inflamatdrio (discreta ou moderada/intensa), contagem de vasos peritumorais e

intratumorais (até 25 e maior que 25), desmoplasia abundante (ndo ou sim);
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intensidade da desmoplasia estromal (discreta e moderada/intensa); necrose (presente
ou ausente); média de mitose (<1 ou >1), metastase linfonodal (presente ou ausente).
As curvas de sobrevida foram geradas pelas estimativas de Kaplan-Meier, e
em todos as avaliagbes, o valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. As andlises foram realizadas com o auxilio dos softwares Prism 5.0
(GraphPad, San Diego, CA, EUA) ou SPSS 17 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS E EPIDEMIOLOGIA

Com relacdo as informacdes clinicas e epidemioldgicas, pdde-se observar que a
faixa etaria de acometimento mais frequente nas cadelas foi entre 10 e 12 ano, sendo a
a média de idade 9,76 e 11,13 anos observada nos grupos CTM | e CTM I,
respectivamente. Estes resultados ratificam a maioria dos estudos, nos quais se
observa maior acometimento por neoplasias mamarias em animais entre nove e 13
anos, raramente ocorrendo em animais jovens com menos de dois anos (COSTA
JUNIOR et al., 2016; NUNES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA
FILHO etal., 2010; RASOTTO et al., 2017).

No subgrupo CTM 1 (-) a idade variou de cinco a 18 anos, com media de 9,3
anos e 83,33% (40/48) dos animais com idade superior a oito anos; no subgrupo CTM
| (+) a idade variou de sete a 15 anos com média de 10,8 anos e 68,75% (11/16) dos
animais com idade superior a 10 anos; no subgrupo CTM Il (-) a idade variou de seis a
16 anos com média de 11,60 anos e 60,86% (14/23) das cadelas com idade superior a
12 anos e no subgrupo CTM 1l (+) a idade variou de sete a 13 anos com média de 10,3
anos e 53,84% (7/13) de animais com idade superior a 11 anos.

Vale destacar que, os animais do subgrupo CTM 1 (-), de melhor progndstico,
apresentaram menor média de idade, e que 0s subgrupos com metastases, CTM | (+) e
CTM Il (+) apresentaram média de idade bastante semelhantes. No entanto, ndo é
descrita na literatura uma relacdo entre a idade de acometimento e a prognostico
(PHILIBERT et al., 2003). Os dados referentes a média de idade podem ser
observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Média de idade das cadelas acometidas por carcinomas em tumores mistos dos grupos | e II,
com e sem metéastase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA.

CTM 1 () CTM I (+) CTMII () CTM II (+)

Grupos (n=48) (n=16) (n=23) (n=13)

Média de idade 9,34 10,87 11,60 10,30
(anos)

n=64 n=36
9,76 11,13

Legenda: CTM 1/ 1lI: carcinoma em Tumor Misto grau | ou Il, (-): sem metastase para linfonodo, (+):
com metastase para linfonodo, n: nimero total de casos no grupo ou subgrupo.
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Animais sem raca definida seguidos de cadelas das racas Poodle e Pinscher foram
mais frequentemente acometidos por tumores mamarios, independente do subgrupo
(Tabela 3). Tais resultados também foram observados em estudos anteriores realizados no
Brasil (D’ASSIS, 2017; CAVALCANTI; CASSALI, 2006; FURIAN et al., 2007;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; TORIBIO et al., 2012; RIBEIRO, 2012; LAVALLE et al.,
2012; VIEIRA-FILHO, 2015; MACHADO et al., 2018; CONCEICAO, 2017). Em outros
paises como Italia, h& maior prevaléncia de racas Pastor Alemao e Yorkshire (RASOTTO
et al., 2017; SARLI et al., 2002). Contudo, segundo Peleteiro (1994) e Cassali e
colaboradores (2014) ainda n&o existem subsidios que possibilitem inferir sobre

predisposicdo racial para o desenvolvimento de tumores mamarios na cadela.

Tabela 3 - Frequéncia das ragas acometidas por carcinomas em tumores mistos de cadelas dos grupos |
e 1, com e sem metastase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA

CTM GRAU | CTM GRAU II
) +) ¢) (+)
Ragas n=48 n=16 n=23 n=13
Total de % Total de % Total de % Tg;al %
casos casos casos Casos
SRD 13 27,08 1 6,25 7 30,43 5 38,46
Poodle 8 16,66 12 75,0 11 47,82 4 30,77
Pinscher 10 20,83 1 6,25 3 13,04 2 15,38
Dachshund 7 14,58 0 0 0 0 1 7,69
Yorkshire 5 10,41 0 0 1 4,34 0 0
Cocker Spaniel 2 4,16 1 6,25 0 0 1 7,69
Labrador 1 2,08 0 0 0 0 0 0
Maltés 1 2,08 0 0 0 0 0 0
Pastor Aleméo 1 2,08 0 0 0 0 0 0
Fox Paulistinha 0 0,0 1 6,25 1 4,34 0 0

Legenda: CTM 1/ 1I: carcinoma em Tumor Misto grau | ou Il, (-): sem metéstase para linfonodo, (+):
com metastase para linfonodo, n: nimero total de casos no subgrupo, SRD: Sem raga definida.

Dentre os fatores hormonais relacionados ao cancer de mama em cadelas,
destacam-se a castracdo, utilizacdo de progestagenos e pseudociese (OLIVEIRA et.
al., 2003). Em todos os subgrupos dos CTM | e CTM IlI, houve uma frequéncia
superior a 75% de cadelas ndo castradas. E na maioria dos casos em que a cadela era
castrada, os tutores ndo sabiam informar o periodo de realizacdo deste procedimento.
A frequéncia de cadelas ndo castradas foi ainda maior nos subgrupos que apresentaram
metastase, 81,25% e 84,61%, para CTM I (+) e CTM 11 (+), respectivamente.

No geral, é observado nos levantamentos clinico-epidemioldgicos de
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neoplasias mamarias uma frequéncia muito baixa de cadelas castradas (D’ASSIS,
2017; TORIBIO et al., 2012; RASOTTO et al., 2017; SANTOS, 2020). Esses
resultados enfatizam a necessidade da utilizagdo da castracdo como ferramenta
profilatica e terapéutica diante da dependéncia hormonal dos tumores mamarios
(ESTRELA-LIMA, 2010; HAHN et al., 1992; MULLIGAN, 1975; PRIESTER, 1979;
SILVA etal., 2004; VOORWALD et al., 2013).

Sabe-se que cadelas castradas apresentam incidéncia de tumores mamarios trés
a sete vezes menor do que os animais ndo castrados (HAHN et al., 1992;
MULLIGAN, 1975; PRIESTER, 1979). O periodo ideal para execugdo do
procedimento da castracdo € ainda controverso. Schneider (1969) constatou que,
quando a castracéo é realizada antes do primeiro estro, ha redugdo em 99,95% do risco
de desenvolvimento da neoplasia maméria. Entretanto, Cassali e colaboradores, (2014)
indicam a realizagdo da ovario-histerectomia apds o primeiro estro, para que haja um
completo desenvolvimento musculoesquelético, imunoldgico e enddcrino dos animais.

Mais de 50% dos tutores, independente do subgrupo, relataram a ndo utilizagédo
de progestagenos. Contudo, observou-se maior frequéncia de animais que utilizaram
progestagenos nos subgrupos de maior malignidade, 12,25%, 17,39% e 23,07%, para
CTM I (+), CTM Il (-) e CTM Il (+), respectivamente, o que ratifica a acdo dos
horménios sexuais na carcinogénese mamaria e progressao tumoral. Sabe-se que a
utilizacdo de hormdnios exdgenos, progesterona ou estrégeno, aumentam o risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias em cadelas, dentre outros mecanismos pelo
aumento do numero de receptores de estrogeno (SILVA et al., 2004). Mesmo em
baixas doses a progesterona exogena pode induzir neoplasias benignas e a combinagao
destes dois hormonios, pode induzir o desenvolvimento de tumores malignos
(GOLDSCHMIDT et al., 2017).

Resultados similares foram observados em relacdo a pseudociese, com maior
frequéncia nos subgrupos CTM | (+) e CTM 11 (+), 31,25 e 76,92%, respectivamente.
Nesse caso, a pseudociese pode estar relacionada ao aparecimento precoce de
neoplasia mamarias na cadela, bem como maior frequéncia de tumores malignos
(OLIVEIRA et al., 2003). Importante salientar, que geralmente os CTM se originam
da transformacdo maligna do componente epitelial dos tumores mistos benignos
(MISDORP et al.,, 2002), portanto, a maior frequéncia do uso de métodos
contraceptivos a base de progesterona, assim como a ocorréncia de pseudociese,
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nesses subgrupos podem estar relacionados com a progressdo de malignidade do
tumor.

Em 35,9% (23/64) e 30,55% (11/36) dos casos dos subgrupos CTM | e CTM
I1, respectivamente, ndo foi possivel avaliar o tempo de deteccdo do tumor pelo tutor,
devido a falta de preenchimento destes dados na ficha clinica, bem como pela auséncia
do contato do tutor. Nos casos em que essa informacdo foi obtida, p6de-se observar
que a frequéncia do tempo de detec¢do da doenca foi maior nos subgrupos de maior
malignidade do tumor, até um ano para CTM | (+) e até trés anos para CTM Il (+).
Estes resultados ratificam a ideia de progressdo tumoral ao longo do tempo e a
importancia do diagnostico precoce.

A correlagcdo dos dados socioeconémicos dos tutores aos achados clinico-
patoldgicos das cadelas com neoplasia mamaria em Salvador, BA ja foi relatada e
demonstrou maior frequéncia de casos com progndstico desfavoravel frente a
populacdo mais vulneravel e sem conhecimento da doenca (SANTOS, 2020;
TORIBIO et al, 2012). A avaliacdo dos dados socioeconémicos dos tutores ndo € um
objetivo especifico do presente estudo. Contudo, o significativo intervalo de tempo
observado entre a detec¢do do tumor pelo tutor e a procura por assisténcia médico
veterinaria (tempo de deteccdo da doenca) demonstra que a desinformacdo sobre a
importancia/letalidade dos tumores de mama nos animais associado a situagédo
economicamente mais vulneravel da populacdo influencie diretamente no tempo de
deteccdo, consequentemente no estadio clinico e prognostico dos animais (NUNES et
al., 2019).

InformacGes a respeito das caracteristicas macroscopicas do tumor e estadio
clinico da paciente revelaram nos subgrupos sem metastase [CTM | (-) e CTM 1l ()]
maior frequéncia de tumores localizados nas mamas abdominais (56,25% e 82,60),
ndo ulcerados, menores que trés centimetros, ou seja, estadio | (77,08% e 43,47%).
Enquanto, nos subgrupos com metastase [CTM | (+) e CTM 1l (+)] foram
predominantes os tumores localizados nas mamas inguinais (56,25% e 53,84%),
ulcerados, maiores que cinco centimetros (50% e 61,53%), estadio 1V (93,75% e
84,61%). O maior acometimento de mamas inguinais observado neste estudo
corrobora os achados descritos na literatura (NUNES, et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2003; TORIBIO et al., 2012). Misdorp (2002) justifica a maior frequéncia nas mamas

abdominais e inguinais devido a abundancia de parénquima mamario que intensifica a
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proliferacdo celular em resposta a influéncia hormonal.

Em relacdo a ulceracdo, esta caracteristica ndo foi observada nos tumores do
grupo I, possivelmente por este ser também o grupo que apresentou predominancia de
tumores menores que trés centimetros. Nos outros subgrupos, cujos tumores eram
maiores que trés centimetros, a ulceracdo esteve presente, ainda que sem predominio
no grupo. Nos carcinomas em tumores mistos a frequéncia de ulceracdo ndo costuma
ser alta e deve ser avaliada com cautela, visto que podem estar envolvidas outras
causas além do grande crescimento tumoral, como traumas e infec¢bes dérmicas
(NUNES et al., 2019).

Nos subgrupos com metastase para linfonodo, foram observados trés casos de
metastase pulmonar, detectadas no momento do diagnéstico do tumor primario, o que
confere, em ambos 0s casos, 0 estadio V de pior prognostico. No caso da cadela do
subgrupo CTM | (+), o tempo de deteccdo do tumor pelo tutor foi de 18 meses; o
tumor media 4,5 cm, o animal ndo realizou quimioterapia e a sobrevida global foi de
apenas 51 dias. Nos casos do subgrupo CTM Il (+), em um dos animais o tempo de
deteccdo foi de 3 anos, o tumor media 6,7 cm, ndo foi realizada quimioterapia e
sobrevida foi de 39 dias; no segundo animal o tempo de deteccao foi de seis meses, 0
tumor media 9,8 cm, foi realizada quimioterapia e a sobrevida foi de 673 dias.

Diversos autores consideram o tamanho tumoral e o estadio clinico parametros
progndsticos de alta relevancia (CASSALI et al., 2012; 2014; CAVALCANTI,
CASSALLI, 2006; ESTRELA-LIMA et al., 2010; SORENMO, 2003; MISDOREP et al.
1999; PELETEIRO, 1994). O tamanho do tumor esta diretamente relacionado a
diferenciacdo tumoral, além de ser uma técnica simples e reprodutivel (FERREIRA et
al., 2009). O presente estudo indica relagdo direta entre o tempo de
deteccao/observacao da neoplasia pelo tutor com o tamanho tumoral, estadio avancado
e consequentemente maior malignidade.

No subgrupo CTM 1 (-) a maioria dos tutores relatou a observacao da neoplasia
em um periodo de até seis meses com maior frequéncia de tumores T1 (sistema TNM),
ou seja, menores que trés centimetros. Enquanto nos outros subgrupos o tempo para
observacao/deteccdo foi igual ou superior a trés anos com maior frequéncia de
neoplasias maiores que trés centimetros (T2 e T3), com metastase regional ou maior
grau histopatoldgico. Cadelas portadoras de carcinomas em tumores mistos geralmente

apresentam estadio I (NUNES et al., 2019), o que difere, em parte, dos dados
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apresentados no presente estudo, pois no CTM Il (-) a frequéncia foi igualmente
distribuida entre os estadios Il e 111, o que evidencia maior tamanho dos tumores (T2 e
T3), além do maior grau e prognostico desfavoravel.

Os subgrupos CTM | (+) e CTM 1l (+), que apresentavam metéstase para
linfonodo, tiveram maior frequéncia de animais que evoluiram para o Obito em
decorréncia do tumor, 50%% e 76,92%, respectivamente. Estes resultados
demonstram significativo potencial de malignidade e letalidade dos CTMs e diferem
dos relatos da literatura, segundo 0s quais, 0s carcinomas em tumores mistos, via de
regra, apresentam comportamento biologico favoravel, com excelente progndstico
(RASOTTO et al., 2017, NUNES et al., 2019). Contudo, o prognoéstico preconizado,
na literatura, para os CTMs deve ser avaliado com muita cautela, pois a propria
variagdo do grau (Il ou Ill) pode conferir maior potencial de malignidade aos CTM.
Além disso, como investigado neste estudo, caracteristicas histomorfoldgicas, isoladas
ou associadas, aparentemente podem contribuir para o maior potencial de malignidade,
até mesmo nos CTM de baixo grau, conferindo a estes tumores um comportamento
mais agressivo que pode ser classificado como adverso ou “atipico’.

O tratamento quimioterapico € indicado para todos 0s pacientes que
apresentem tumor com diagndéstico histoldgico agressivo, como carcinomas sélidos,
carcinomas micropapilares, carcinomas anaplasicos e carcinossarcomas, Mmesmo
quando as metastases linfonodais ou pulmonares ndo sdo evidentes, ou ainda quando
h& metastase, independentemente do tipo histologico do tumor (CASSALI et al.,
2014).

Contudo, apenas 25% (13/52) dos animais com indicacdo foram submetidos a
quimioterapia por opcgdo ou falta de recurso financeiro do tutor. Dessa forma é
extremamente importante o papel do médico veterinario na conscientizagdo dos tutores
a respeito da gravidade da doenca e a necessidade de continuidade do tratamento, fator
que reflete diretamente na taxa de sobrevida das pacientes (MACHADO et al., 2018).

No subgrupo CTM I (-), no qual, na maioria dos casos, o tratamento cirdrgico é
curativo, dois animais foram submetidos a quimioterapia. No primeiro caso, a paciente
possuia um tumor maior que cinco centimetros e a indicacdo para realizacdo da
quimioterapia convencional a base de carboplatina foi fundamentada apenas na
observacdo do significativo pleomorfismo das células neoplésicas, pois o0 arranjo

tubular e baixo indice mitdtico mantinha o tumor alocado no grau I; e no segundo
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caso, a cadela apresentou metastase pulmonar, posterior ao diagnostico do tumor, ndo
detectada pelo exame radiografico pré cirurgico. Esta paciente foi submetida a
quimioterapia convencional a base de carboplatina seguida pela quimioterapia
metronémica a base de ciclofosfamida e apresentou uma sobrevida de 760 dias. Os
dados referentes as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas podem ser encontrados
na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros clinicos avaliados nos 100 casos de carcinomas em tumores mistos de cadelas dos grupos |
e Il, com e sem metastase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA

CTM GRAU | CTM GRAU I
Q] ) ) )
Caracteristicas clinicas n=48 n=16 n=23 n=13

Tamos ® lmos % caos  ® lcaos %
Inteira 36 75 13 81,25 18 78,26 11 84,61
Status reprodutivo Castrada 8 16,66 1 6,25 3 13,04 1 7,69
NI 4 8,33 2 12,25 2 8,69 1 7,69
Sim 2 4,16 2 12,25 4 17,39 3 23,07
amicgrfcoeggional N3o 35 7201 9 5625 16 6956 9 69,23
NI 11 22,91 5 31,25 3 13,04 1 7,69
Sim 20 41,66 1 6,25 9 39,13 1 7,69
Pseudociese Néo 14 29,16 5 31,25 8 34,78 10 76,92
NI 14 29,16 10 62,50 6 26,08 2 15,38
Direita 23 47,91 6 37,50 6 26,08 5 38,46
Cadeia maméria Esquerda 14 29,16 6 37,50 5 21,73 2 15,38
acometida Ambas 5 10,41 4 25 10 43,47 5 38,46
NI 6 12,50 0 0 2 8,68 1 7,69
M1le M2 1 2,08 2 12,25 0 0 2 15,38
Localizacao M3 e M4 27 56,25 5 3125 19 82,60 4 30,76
M5 20 41,66 9 56,25 4 17,39 7 53,84
Ulceragéio Sim 0 0 5 31,25 2 8,69 2 15,38
Nao 48 100 11 68,75 21 91,30 11 84,61

<1 més 8 16,66 0 0 1 4,34 0 0
1 a 6 meses 11 22,91 1 6,25 4 17,39 2 15,38
Tempo de deteccio 6 a 12 meses 3 6,25 7 43,75 3 13,04 1 7,69
1 a3anos 8 16,66 2 12,25 5 21,73 5 38,46
>3 anos 0 0 1 6,25 3 13,04 1 7,69
NI 18 37,50 5 31,25 7 30,43 4 30,76
<3,0cm 37 77,08 5 31,25 10 43,47 3 23,07
Tamanho 3,1a50cm 10 20,83 3 18,75 6 26,08 2 15,38
>5,0cm 1 2,08 8 50 7 30,43 8 61,53

I 37 77,08 0 0 10 43,47 0 0

Estadiamento I 10 20,83 0 0 6 26,08 0 0

1l 1 2,08 0 0 7 30,43 0 0
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v 0 0 15 93,75 0 0 11 84,61

\ 0 0 1 6,25 0 0 2 15,38

Metastase a Sim 0 0 1 6,25 0 0 2 15,38
distancia N&o 48 100 15 93,75 23 100 11 84,61
Sim 2 4,16 0 0 10 43,47 1 7,69

Quimioterapia N&o 46 95,83 9 56,25 6 26,08 7 53,84
NI 0 0 7 43,75 7 30,43 5 38,46

Legenda: CTM: carcinoma em Tumor Misto, (-): sem metastase para linfonodo, (+): com metastase para
linfonodo, NI: N&o Informado, M1: Mama Torécica Cranial, M2: Mama Toracica Caudal, M3: Mama Abdominal
Cranial, M4: Mama Abdominal Caudal, M5: Mama Inguinal.

6.2 PARAMETROS HISTOMORFOLOGICOS DOS CTMS GRAU I E I

Matriz associada

A matriz mixdide isolada foi frequente em quase todos os subgrupos avaliados,
dos quais CTM | (-), CTM Il (-) e CTM 1l (+) tiveram frequéncia superiores ao
subgrupo CTM | (+) (Figuras 2A-B-D). Esse resultado é semelhante ao descrito na
literatura, do qual geralmente se observa CTM com um unico tipo de matriz, na
maioria das vezes, mixdide (RIBEIRO et al., 2012). Por sua vez, o subgrupo CTM |
(+) revelou frequéncia significativamente maior (p=0,004) de matriz mixoide
associada a algum tipo de tecido maduro (Figuras 2E-F) (43,75%), destacando-se a
formacdo de cartilagem e trabéculas dsseas (Figura 2C).

A presenca dos componentes mioepiteliais e mesenquimais benignos em CTM,
a principio, pode sugerir um comportamento biolégico favoravel, diferentemente do
observado no presente estudo, no qual o maior percentual de tecido maduro no
subgrupo CTM | (+) esté associado ao seu comportamento “atipico” ou seja, de maior
malignidade apesar do baixo grau.

Acredita-se que 0s componentes mesenquimais, presentes nos tumores mistos,
sejam produzidos pelas células mioepiteliais (PANDEY, 2011) ou ainda resultem da
dediferenciacdo do mioepitélio, processo denominado transicdo mioepitélio-
mesenquima (CASSALI et al., 2012). Pesquisadores ja demonstraram alguns
componentes envolvidos neste processo de transicdo, dentre eles, o versican
(ERDELY!I et al., 2003; 2005; DAMASCENO et al., 2012; 2014). Este proteoglicano

de matriz extracelular aparentemente atua na condrogénese precoce, e sua expressao
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apresenta-se aumentada nas células mioepiteliais a medida em que elas adquirem
caracteristicas mesenquimais, 0 que sugere uma mudanca de fendtipo para
diferenciacédo celular condréide (DAMASCENO et al., 2014).

A mudanca fenotipica das células mioepiteliais é capaz de promover mudancas
no estroma, estimular ainda mais a proliferacdo celular, angiogénese e transicao
epitelial-mesenquimal (TEM), por meio da ativacdo de complexas vias de sinalizacao
(DUFFY et al., 2000; MAN, 2007). Com isso, ocorre descontrole do crescimento e da
diferenciacdo celular, producdo de componentes da matriz extracelular, melhor
capacidade migratoria e de invasividade, maior resisténcia a apoptose e alto potencial
metastatico (CHOI et al., 2013; THIERY, 2002).

Na mulher, os carcinomas metaplasicos com produgdo de matriz apresentam
similaridades morfoldgicas com os carcinomas em tumores mistos de mama em
cadelas, alem do amplo espectro de padrbes histologicos e alta heterogeneidade
(CASSALI et al.,, 2012; MCMULLEN et al., 2019; SAAD et al., 2017; 2018;
WARGOTZ; NORRIS, 1989). Possivelmente, a metaplasia observada nos carcinomas
metaplasicos da mulher resultem da conversdo do componente carcinomatoso em
sarcomatoso induzidos pelo processo de TEM (PINHO, 2017). Contudo, no caso dos
CTMs da mama de cadelas, associado a transformacao epitelial maligna, a transicéo
mio-epitélio mesenquima sustenta a teoria mais aceita sobre a origem destes tumores
(CASSALI et al.,, 2012). Desta forma, com base nos resultados aqui observados
propOe-se que a “atipia” observada nos casos de CTM | (+), resulte em parte, de
caracteristicas especificas da matriz extracelular associadas a mudancas genéticas ou
epigenéticas sofridas pelo proprio epitélio maligno, bem como diferencas no perfil

molecular.
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Figura 2. Caracterizacdo histopatologica do carcinoma em tumor misto mamario.
Parénquima mamario. A-D. Fotomicrografia. A-B. Matriz mixoide no CTM | (-) e CTM Il (-) (seta
preta). C. Matriz mixoide no CTM | (+) (seta preta) e trabécula dssea (cabeca de seta). D. Matriz osteoide
no CTM Il (+) (cabeca de seta). Coloracdo HE, Objetiva 10x. E-F. llustracdo grafica. Matriz mixoide e da
matriz associada a tecido maduro nos subgrupos CTM | (-), CTM | (+), CTM Il (-) e CTM |1 (+).

CTMI () CTM I (+)

Matriz Mixoide

CTM1(-) CTM I(+) CTM I (-) CTM I (+)

Matriz + Tecido Maduro IE

I
(4]

CIMI() CIM I(+) CIM () CTM I (+)

CTM I (-) T CTMII(+) -

Legenda: CTM: Carcinoma em tumor misto; (-): sem metastase; (+): com metastase; (*) p=0,004.

Arranjo epitelial

O arranjo papilar foi predominante em 95,64%, 56,25% e 92,30% nos
subgrupos CTM Il (-), CTM I (+) e CTM Il (+), respectivamente (Figuras 3B, 3C-D e
3E). Resultados que demonstram que durante a evolugdo tumoral, dentro de um
mesmo tipo histolégico, ha variados graus da perda de diferenciacdo das células
neoplésicas, o que se reflete no arranjo e consequentemente no prognostico do
paciente (PENA et al., 2013).

Além disso, o arranjo epitelial papilar, foi significativamente menos frequente
no subgrupo CTM | (-) (18,75%) (p=0,008). Neste subgrupo foi observada maior
frequéncia do arranjo tubular (81,25%) (Figura 3A), ratificando a categorizacdo do
sistema de escores proposto inicialmente por Elston e Ellis, (1991) para o cancer de
mama na mulher e também utilizado para neoplasias mamarias em cdes (CASSALI et
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al., 2014), do qual o escore 1 esta associado ao arranjo tubular, melhor diferenciacdo

celular consequentemente melhor progndstico.

Figura 3. Caracterizagdo histopatologica do carcinoma em tumor misto mamario.
Parénquima mamario. A-D. Fotomicrografia. A. Proliferagdo de células neoplasicas em arranjo
predominantemente tubular no CTM | (-) (cabega de seta). B-D. Proliferacdo de células neoplasicas em
arranjo papilar no CTM Il (-), CTM | (+) e CTM Il (+) (seta preta). Coloragdo HE, Objetiva 10x. E.
llustracgéo gréafica. Arranjo papilar nos subgrupos CTM I (-), CTM | (+), CTM 11 (-) e CTM 1 (+).

cTMI() CTMI (+)

Arranjo Papilar [E]
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Legenda: CTM: Carcinoma em tumor misto; (-): sem metastase; (+): com metastase; (*) p=0,008.

Desmoplasia

O estroma fibroso bem caracterizado ou desmoplasia, foi observado de forma
discreta e multifocal nos subgrupos CTM 1 (-) (75%) e CTM 11 (-) (100%) (Figuras
4A-B), moderada a intensa e multifocal nos subgrupos CTM | (+) (87,50%) e CTM 1I
(+) (100%), (Figura 4C-D). Apesar da auséncia de significancia estatistica desse fator
entre os grupos estudados, foi possivel observar um aumento gradual do percentual de
desmoplasia de acordo com a malignidade dos subgrupos (Figura 4E). Carcinomas
mamarios ductais invasivos da mulher (GUJAM et al., 2014) e carcinomas mamarios
triplo negativos (KRUIJF et al.; 2011) com alta porcentagem do estroma tumoral
foram associados a recidiva e menor sobrevida. No presente estudo, o alto percentual
(87,50%) de desmoplasia observado no subgrupo CTM | (+) pode também contribuir

para justificar seu comportamento “atipico”. Vale ressaltar, a facilidade de execucédo
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desse método na rotina histopatolégica, o que seria de grande auxilio aos oncologistas

veterinarios para estratificar o risco nesses pacientes.

Figura 4. Caracterizacdo histopatologica do carcinoma em tumor misto mamario.
Parénquima mamario. A-D. Fotomicrografia. A-B. Desmoplasia discretano CTM | (-) e CTM 1l (-)
(seta preta). C-D. Desmoplasia moderada a intensa no CTM | (+) e CTM |1 (+) (seta preta). Coloracéo
HE, Objetiva 10x. E. llustracéo grafica. Desmoplasia nos subgrupos CTM | (=), CTM | (+), CTM 11 (-)

e CTM II (+).
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;N Desmoplasia [E]
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Legenda: CTM: Carcinoma em tumor misto; (-): sem metastase; (+): com metastase; (*) p=0,008

Infiltrado Inflamatdrio associado ao tumor

Nos subgrupos CTM | (-) e CTM 1l (-), o infiltrado inflamatdrio peritumoral,
quando presente, era predominantemente linfocitico, leve a moderado e multifocal,
37,50% e 26,08%, respectivamente (Figura 5A-B). O mesmo tipo inflamatdrio se
repetia quando intratumoral, 39,58% e 21,73%, com diferenca estatistica significativa
entre os subgrupos (p=0,03).

Nos subgrupos CTM | (+) e CTM Il (+), o infiltrado inflamatorio peritumoral,
quando presente, era linfohistioplasmocitario, moderado a intenso e multifocal, 50% e
30,76%, respectivamente (Figuras 5C-D). O mesmo tipo inflamatério se repetia
quando intratumoral, 56,25% e 30,76%, respectivamente. Além disso, 0 subgrupo

CTM | (+) apresentou maior frequéncia de infiltrado linfohistioplasmocitéario, tanto
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peri, quanto intratumoral, ambos com diferenca estatistica significativa em relacdo aos
demais subgrupos (p=0,03) (Figuras 5E-F).

A avaliacdo do infiltrado inflamatorio associado as neoplasias mamarias
também tem sido alvo de interesse tanto na oncologia humana quanto na veterinaria,
do qual acredita-se que a depender dos tipos e subtipos celulares envolvidos e da
intensidade da inflamacdo, ha diferentes interferéncias na progressao ou regressao
tumoral, assim como na resposta ao tratamento e nas taxas de sobrevida
(BLANKENSTEIN, 2004; ESTRELA-LIMA et al., 2010; 2012; 2016; VIEIRA-
FILHO et al., 2018).

Os carcinomas mamarios em mulheres apresentam maior infiltrado linfocitico,
representados pelas células T, e acreditava-se que sua presenca estivesse relaciona a
um melhor prognostico, visto que os linfocitos participam da inibicdo da angiogénese
e contengdo do crescimento tumoral (CAMP et al., 2006). No entanto, a grande
maioria dos estudos com cancer de mama da mulher demonstram que a inflamacéo
desempenha um papel que estimula a progressdo tumoral (LIN; KAREN, 2007;
RONCATI et al., 2016; STEWART; HEPPNER, 1997; THUN et al., 2004).

Kim e colaboradores (2010) observaram que 0s tumores mamarios malignos
em cadelas sdo caracterizados por marcante infiltracdo de mononucleares,
particularmente linfocitos presentes no estroma, ao redor de vasos e células
neopléasicas. Ao contrario, os linfécitos sdo raramente observados na glandula mamaria
normal e em tumores benignos da mama. Estudos mais recentes ja demonstraram que
os linfocitos infiltrantes do tumor atuam como biomarcadores progndsticos em
tumores de mama de mulheres (MAO et al., 2016; STANTON; DISIS, 2016), e que a
inflamacg&o pode interagir com as células tronco do cancer de mama, o que influencia
na tumorigénese, e estimula a progressdo do tumor, no entanto, mais estudos séo
necessarios para esclarecer essa interacdo (JEONG et al., 2018) .

O estudo realizado por Estrela-Lima e colaboradores (2010), que analisou o
infiltrado inflamatdrio associado ao tumor em cadelas, além de definir o linfocito
como principal tipo celular, seguido dos macrofagos, também revelou ser os linfocitos
T CD4* predominavam nos carcinomas € carcinoma em tumor misto com metastase, e
as células T CD8'estavam relacionadas aos carcinomas em tumores mistos sem
metastases, ou seja, T CD4" apresentou relacdo com evolugdo neoplasica enquanto T

CD8" relagédo com o combate tumoral.
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Desta forma, a maior frequéncia do infiltrado intratumoral
linfohistioplasmocitario nos subgrupos com metastase, pode sugerir, dentre outras
vias, a ativacdo predominante de linfocitos T CD4* com resposta do tipo Th2 ou de
macrofagos ativados pela via alternativa, pois ambas as situacfes estimulam a
progressao tumoral, metéstase, baixa taxa de sobrevida e, consequentemente,
prognostico desfavoravel (DENARDO e COUSSENS, 2007; ESTRELA-LIMA et al.,
2010; KIM et al., 2013; VIEIRA-FILHO et al., 2018).

Estudos direcionados a fenotipagem das células inflamatorias, avaliacdo de
citocinas e microambiente tumoral sdo necessarios para a compreensdo total do
verdadeiro papel da inflamagdo associado aos carcinomas mamarios na cadela, com
énfase para o carcinoma em tumor misto. No entanto, os achados observados neste
estudo, relacionados a inflamagdo também somam na justificativa do comportamento
bioldgico “atipico” e mais agressivo dos subgrupos com metastase, em especial dos
CTM I (+).

Figura 5. Caracterizacdo histopatolégica do carcinoma em tumor misto mamario.
Parénquima mamario. A-D. Fotomicrografia. A-B. Infiltrado inflamatério linfocitico discreto no
CTM I (-) e CTM 1l (-) (seta preta). C-D. infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitario moderado a
intenso no CTM | (+) e CTM Il (+) (linfdcito — cabeca de seta; macrofago - seta preta; plasmdcito — seta
vermelha). Coloragdo HE, Objetiva 40x. E. llustracdo gréafica. Infiltrado Inflamatério peri e

intratumoral nos subgrupops CTM | (), CTM | (+), CTM Il (-) e CTM I
()
CTMI (-) CTM | (+)
e . LLP. LHP €]
*
50
- W m
CTMI() CTMI(#) CTMII() CTMII(+)
LLI. LHP
. [F]
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AP S A T "'f CTMI() CIMI(#) CIMI() CTMII (%)

CTMII (-) CTMII (+)
Legenda: CTM: Carcinoma em tumor misto; (-): sem metastase; (+): com metastase; (*) p=0,03.

Mitoses
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Em todos os subgrupos a maioria dos casos apresentou uma média inferior ou
igual a uma mitose por campo de maior aumento. No entanto, destaca-se que no
subgrupo CTM | (+) foi observado casos com média superior a uma mitose por campo
(18,75%), e com frequéncia similar a observada nos subgrupos CTM 11 (-) (39,14%) e
CTM II (+) (30,77%) (p=0,00).

No atual sistema de graduacdo empregado em cadelas (CASSALI et al., 2014)
sdo avaliados o arranjo epitelial, o pleomorfismo celular e obtida a média da contagem
mitdtica em 10 campos de maior aumento. Entretanto, é utilizada uma faixa muito
extensa de contagem média de mitose, para alocar os tumores no escore 1 (0 a 8
mitoses) (CASSALI et al., 2014). Desta forma, este método de graduacdo quando
aplicada para carcinomas em tumores mistos, que em sua maioria, ndo apresentam
médias superiores a uma mitose por campo de maior aumento, pode resultar em
malignidade subestimada.

Em mulheres, a alta contagem de mitoses ja demonstrou ser preditiva em
relacdo risco de morte em neoplasias mamarias, de forma superior ao tamanho do
tumor, invasdo linfatica ou de pele (CLAYTON, 1991). No entanto, a avaliacdo da
contagem mitotica pode sofrer diferentes variagdes de acordo com a heterogeneidade
da celularidade do tumor, variacao da area do campo de alta poténcia do microscépio e
tempo/condicdo de acondicionamento da amostra, justificando a importancia da
contagem média realizada (VAN-DIEST et al., 1992).

Formacao capsular

A formacéo capsular tambem foi frequentemente observada em todos os
grupos, porém com menor percentual (43,75%) no subgrupo do CTM | (+) e sem
diferenca estatistica entre os subgrupos. Geralmente, a capsula representa uma defesa
do hospedeiro e atua como barreira fisica e quando associada aos tumores tendem a
restringir seu crescimento, e portanto, estdo frequentemente relacionadas a tumores
benignos ou de melhor prognoéstico (LUBKIN; JACKSON, 2002). No entanto, devido
as alteracOes existente no microambiente tumoral, os fibroblastos do estroma alteram
seu comportamento e atuam de forma a favorecer o tumor ao longo do tempo, pelo
estimulo a invasdo, angiogénese e metastase (RAHMANZADE, 2020), o que pode
justificar o fato dos tumores do subgrupo CTM | (+) apresentarem-se com maior

frequéncia ndo encapsulados e comportamento mais agressivo.
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Necrose e nUmero de vasos

Areas de necrose, com distribuicio que variavam de focal a multifocal, foram
observados com frequéncia de 41,66% no CTM I (-), 50% no CTM I (+), 52,17% no
CTM I (-) e 53,84% no CTM Il (+) e de forma crescente de acordo com a
malignidade do subgrupo, porém sem diferenca estatistica (p=0,77). Em relacdo a
quantidade de vasos todos os subgrupos demonstraram uma frequéncia acima de 68%
e acima de 50%, para até 25 vasos, peritumorais e intratumorais, respectivamente
(p=0,05).

De forma interessante, o subgrupo CTM 1 (+) apresentou menor percentual de
quantidade de vasos peri e intratumorais, 68,75% e 50%, respectivamente, além de
apresentarem tumores grandes, maiores que cinco centimetros. Estes resultados
apresentam relagdo inversa entre 0 maior tamanho tumoral observado neste grupo, o
que sugere rapido crescimento tumoral, e a angiogénese ineficiente.

Em carcinomas endometriais agressivos a necrose tumoral foi associada uma
complexa via de alteragdes no microambiente tumoral que levam a hipdxia,
angiogénese e inflamacdo (BREDHOLT et al., 2015). Em carcinomas mamarios de
mulheres com metéstase linfonodal, a hipOxia estd associada a progressdo e
agressividade tumoral, além de atuar como um parametro progndéstico para tumores de
menores tamanhos (T1 e T2) (GRUBER et al., 2004).

Em neoplasias mamarias de mulheres também foi observada relacdo inversa
entre a contagem de vasos periféricos e o tamanho tumoral; auséncia de diferenca
significativa entre a quantidade desses vasos em neoplasias com e sem metéstase para
linfonodos regionais. Os mesmos autores ainda sugerem que a angiogénese é um
fendmeno temporal, que geralmente corre no inicio da carcinogénese e é independente
da via linfatica de metastase (WAPNIR et al., 2001).

Ressalta-se que em dois casos, um do subgrupo CTM | (+) e outro do subgrupo
CTM 11 (+), foi observado invaséo vascular peritumoral. Em ambos os casos, apesar
de indicado a instituicdo do tratamento quimioterapico, 0 mesmo nao foi autorizado
pelo tutor e no animal do subgrupo CTM Il (+) e houve evolucdo para carcinoma
inflamatdrio secundéario pos cirurgico.

Os dados referentes as demais caracteristicas histomorfoldgicas estudadas

podem ser observados na Tabela 5 e Figura 6.
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Figura 6. Caracteristicas histomorfolGgicas em carcinomas em tumores mistos de mama de cadelas dos subgrupos CTM | (-), CTM | (+), CTM Il (-) e CTM

11, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA.
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Legenda: C.V.P.: Contagem de vasos peritumorais; C.V.l.: Contagem de vasos intratumorais.
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Tabela 5. Pardmetros histomorfoldgicos avaliados nos 100 casos de carcinomas em tumores mistos de
cadelas dos grupos | e 1, com e sem metéstase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA.

CTM GRAU | CTM GRAU 11
Caracteristicas E') (_+) S') (_+) P
histopatoldgicas n=48 n=16 n=23 n=13
n % n % n % n %
Mixoide 32 6666 5 31,25 13 56,52 g') 76,92
Condroide 1 208 0 0 0 0 0 0
Tipos de OSteoide O O 0 0 O 0 0 0
Matriz Mista 9 1875 4 2500 3 1304 0 o 0004
Matriz + -
Tec. Mad. 5 10,41 7 43,75 6 26,08 2 15,38
Tec. Mad. 1 208 0 0 1 434 1 7,69
Arranjo Tubular 39 8125 7 4375 1 434 1 769
células . 1 0,008
epiteliais Papilar 9 18,75* 9 56,25 22 95,64 > 92,30
. 1 1
Sim 36 75,00 4 8750 23 100 3 100 0,013
lasi Ndo 12 25 2 12,50 0 0 0 0
Desmoplasia Leve 16 3333 4 2857 17 7391 6 4444
Moderado 12 25 8 57,14 4 1739 6 44,44 0,05
Intenso 8 16,66 2 14,28 2 869 1 1111
Ausente 16 33,33 4 25,00 5 21,73 6 46,15
.I.P. Linfocitico 18 37,50 3 18,75 6 26,08 1 7,69
Macrofagico 3 6,25 1 6,25 4 1739 2 15,38 0,03
LHou LP 6 1250 O 0 4 1739 0 0
LHP 5 10,41 8 50* 4 1739 4 30,76
Ausente 13 27,08 0 0 4 1739 4 30,76
Linfocitico 19 3958 3 18,75 5 21,73 1 7,69
LLL Macrofégico 4 833 2 1225 4 1739 3 23,07 0,03
LHou LP 6 1250 2 12,25 4 1739 1 7,69
LHP 6 1250 9 56,25* 6 26,08 4 30,76
Média Mitose <1 48 100 1 81,25 19 60,86 9 69,23
/10cp 4 0,00
>1 0 0 2 18,75 4 39,14 4 30,77
. 1
Cépsula Sim 42 8750 9 56,25 19 69,55 1 61,53 0,05
Nao 6 1250 7 43,75 4 869 2 7,69
N Sim 20 4166 8 50 12 52,17 7 53,84 77
ecrose Nzo 28 5833 8 50 11 4782 6 4615 O
Ausente 0 0 3 18,75 2 869 O 0
1 1
C.V.P. la25 38 79,16 1 68,75 17 73,91 1 84,61 0,05
26 a 50 8 16,66 2 12,50 4 1739 0 0,00
>50 2 4,16 0 0 0 0 2 15,38
Ausente 7 1458 7 43,75 0 4 30,76
CVL 1a25 36 75 8 50 23 100 9 6923 (g5
26 a 50 5 1041 1 6,25 0 0 0 0
>50 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: CTM: carcinoma em Tumor Misto, (-): sem metastase para linfonodo, (+): com metastase para
linfonodo, n: nimero de casos do grupo ou subgrupo, Tec. Mad.: Tecido maduro, C.V.P.: Contagem de vasos
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peritumorais, CV.l.: Contagem de vasos intratumorais;, I.l.l.: Infiltrado inflamatério intratumoral, I.1.P.:
Infiltrado  inflamatério  intratumoral, LH: Linfohistiocitario, LP: Linfoplasmocitario, LHP:
linfohistioplasmocitario, 10 cp: em dez campos; (*): Valor de p estatisticamente significativo por categorizacdo
binaria g

Dos 36 animais dos subgrupos que apresentavam metastase para linfonodo [16
CTM | (+) e 13 CTM Il (+)], o arranjo celular metastatico predominante nos
parénquimas nodais foi solido (43,75%) seguido por células isoladas (53,84%) nos
casos dos subgrupos CTM | (+) e CTM Il (+), respectivamente (Figura 7). De forma
interessante, o arranjo metastatico so6 foi idéntico ao observado no tumor primario em
dois casos para cada subgrupo CTM | (+) e CTM Il (+) (Tabela 6), 0 que demonstra a
pobre diferenciacdo das células tumorais metastaticas.

Araljo e colaboradores (2015) demonstraram que a caracterizacao
morfométrica de linfonodos (numero de linfonodos acometidos, 0 numero de focos
metastaticos, o didmetro e a area da metastase) em cadelas acometidas por neoplasias
mamarias tém demonstrado relevancia progndstica. Neste mesmo estudo foram ainda
avaliados 11 casos de linfonodos positivos provenientes de animais acometidos por
carcinomas em tumores mistos, sem distingdo do grau, e predominancia do arranjo de

células isoladas nos linfonodos.
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Figura 7. Caracterizacéo histopatolégica do carcinoma em tumor misto mamario. Metastase em
linfonodos. Proliferacdo de células neoplésicas invadindo o parénquima nodal com variadas apresenta¢des no
arranjo. A — Solido (seta preta). B - Tubular (seta preta). C - Células isoladas (seta preta). D - Papilar (seta
preta). Coloracdo HE. Objetivas 40x.

R A

Tabela 6. Caracteristicas celular das metastases nodais dos carcinomas em tumores mistos de cadelas dos grupos
I e I, com metéstase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA.

CTM GRAU | CTM GRAU II
- , . (+) (+)
Caracteristicas celular das metastases nodais
n=16 n=13
Total de casos %  Total de casos %
Tubular 2 12,50 0 0
. Papilar 2 12,50 2 15,38
Arranjo L)
Soélido 7 43,75 4 30,76
Células Isoladas 5 31,25 7 53,84
Sim 2 12,5 2 15,38
Semelhante ao tumor
primario Néao 14 87,5 11 84,61

Legenda: CTM: carcinoma em Tumor Misto, (-): sem metastase para linfonodo, (+): com metastase
para linfonodo.
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Sobrevida

Na avaliacdo das curvas de sobrevida, foi possivel obter dados de 74 animais
[B3CTM I (-),9CTM I (+),22 CTM 1l (-) e 10 CTM 11 (+)] e observou-se que 0s
animais dos subgrupos CTM | (-) e CTM Il (-) apresentaram maiores taxas de
sobrevida quando comparados aos subgrupos CTM | (+) e CTM 11 (+).

Similaridades no tracado podem ser observadas entre as curvas de sobrevida
dos subgrupos CTM | (+) e CTM Il (+), o que ratifica 0 comportamento mais
agressivo do grupo CTM 1 (+), pois de forma “atipica” apesar do baixo grau
histopatolégico apresenta caracteristicas semelhantes ao grupo de pior progndstico
aqui estudado (Figura 8).

Nos subgrupos CTM | (-), CTM | (+), CTM Il (-) e CTM Il (+) a mediana da
sobrevida foi 655, 399, 676,5 e 142 dias, respectivamente. O tempo minimo de
sobrevida foi de 31 dias atribuido ao animal do subgrupo CTM 11 (+) com evolucao
para carcinoma inflamatorio mamario secundario apds mastectomia, € 0 maior tempo
de sobrevida foi 1.384 dias para o animal do subgrupo CTM I (-) que permanece vivo

até a finalizacdo deste estudo.

Figura 8 — Curva de sobrevida das cadelas acometidas por carcinomas em tumores mistos dos grupos
I e Il, com e sem metéstase para linfonodo, diagnosticadas pelo NPqOM — HOSPMEV/UFBA.
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A andlise da influéncia dos parametros, com relacdo a sobrevida, de forma univariada,
observou-se que o tempo de deteccdo do tumor (> 6 meses) (p=0,004), arranjo epitelial papilar
(p=0,009), formacdo capsular (p=0,014), contagem de vasos intratumorais (p=0,000), maior
intensidade da inflamacdo peritumoral (p=0,000), tipo inflamatério peritumoral
(linfohistioplasmocitério) (p=0,001) e tipo inflamatério intratumoral (linfohistioplasmocitério)
(p=0,005) tiveram influéncia.

Na andlise multivariada, essas variaveis, com excecdo do arranjo epitelial papilar
mantiveram a sua influéncia na sobrevida de cadelas acometidas por carcinomas em tumores
mistos mamarios, acrescido da influéncia do tipo de matriz (matriz associada a tecido maduro)
(Tabela 2).

Tabela 7 — Andlise univariada e multivariada dos pardmetros morfo-histopatoldgicos associados a
sobrevida de cadelas acometidas por carcinomas em tumores mistos diagnosticadas pelo NPqQOM —

HOSPMEV/UFBA.

Parémetros Univariada? Multivariada®
Tamanho do tumor 0,531 0,540
Ulceracéo 0,539 ND
Tempo de detecgdo do tumor 0,004* 0,000*
Tipo de matriz 0,339 0,034*
Arranjo epitelial 0,009* 0,088
Formagcéo capsular 0,014* 0,025*
Contagem de vasos intratumorais 0,000* 0,000*
Contagem de vasos peritumorais 0,454 ND
Intensidade de desmoplasia estromal 0,0106 0,230
Intensidade da inflamag&o peritumoral 0,000* 0,000*
Tipo inflamatdrio peritumoral 0,001* 0,009*
Intensidade da inflamagdo intratumoral 0,079 0,001*
Tipo inflamatdrio intratumoral 0,005* 0,009*
Necrose 0550 0,207

Legenda: a: Correlagdo de Spearman; b: Regressdo logistica binaria; *: Diferengas significativas a
0,05%; ND: Néo determinado.

Desta forma, no presente estudo, o subgrupo CTM 1 (+) apresentava destaque
pela sua alta representatividade (25% dos casos), e foram considerados “atipicos”

devido ao seu comportamento metastatico e agressivo.



54

Esse subgrupo apresenta, além da maior agressividade celular e metéstase
nodal, uma menor sobrevida e necessidade da quimioterapia, semelhante a uma
neoplasia de mesmo tipo histoldgico, porém de maior grau. Esse comportamento esta
associado a caracteristicas histomorfol6gicas como matriz mixoide associada a tecido
maduro, arranjo papilar, inflamagéo linfohistioplasmocitéaria, maior desmoplasia e
menor quantidade de vasos peri e intratumorais.

Esse estudo contribui para a identificagdo de caracteristicas histomorfoldgicas
preditivas de metéstases em cadelas que apresentem CTM de baixo grau, porém de
alta agressividade, ratifica a proposta de revisao desses padrdes morfologicos para esse
tipo histologico especificamente, e auxilia oncologistas veterinarios na instituicdo do
tratamento quimioterapico para essas pacientes, independente do acometimento

linfonodal, visto que, nesses casos, apresentariam um comportamento “atipico”.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir:

Caracteristicas histopatoldgicas, como matriz mixoide associada a tecido maduro,
arranjo papilar, inflamacdo linfohistioplasmocitaria, maior desmoplasia e menor
quantidade de vasos peri e intratumorais podem contribuir como caracteristicas
preditivas de metéstases em CTM | (+), e, portanto, para sua maior agressividade e
comportamento “atipico”.

As caracteristicas clinicas e epidemioldgicas como o tempo de deteccdo e tamanho dos
carcinomas em tumores mistos de cadelas, grau | e Il, refletem diretamente no
prognostico. Desta forma, quanto mais demorado o diagnéstico, maior o tamanho da
neoplasia e, consequentemente, pior o prognéstico para a paciente;

Carcinomas em tumores mistos grau | de cadelas com metéstase para linfonodo
possuem grande representatividade (25%) e sdo considerados “atipicos” por
apresentarem caracteristicas morfoldgicas, comprometimento nodal, menor sobrevida
e necessidade de quimioterapia semelhante aos carcinomas em tumor misto grau Il
também com metastase nodal;

As metéstases para linfonodos regionais dos carcinomas em tumores mistos de cadelas
sdo predominantemente caracterizadas por células isoladas cujo arranjo difere do
tumor primario, independente do grau histolégico;

Cadelas diagnosticadas com carcinomas em tumores mistos grau | e 1l sem metastase
apresentam taxa de sobrevida superior quando comparadas as cadelas com metastase
para linfonodos regionais.

Caracteristicas morfoldgicas, como matriz mixoide associada a tecido maduro, arranjo
papilar, inflamac&o linfohistioplasmocitaria, maior desmoplasia e menor quantidade de
vasos peri e intratumorais levam ao maior risco de 6bito nos animais acometidos com

carcinoma em tumor misto Grau | com metéastase para linfonodo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O carcinoma em tumor misto é um tipo histolégico morfologicamente
heterogéneo, caracterizado pela presenca de diferentes tipos celulares, bem como
elementos da matriz. Diversas combinacdes destes componentes, possivelmente,
conferem diferentes comportamentos bioldgicos a este grupo histologico. Por isso, é
pertinente investigar como essas diferentes combinacgdes interferem na progresséo de
tumores com aspectos histologicos aparentemente “inofensivos”, classificados como
grau | de acordo com a graduacédo adaptada de Elston e Ellis, 1991.

Acreditamos que investigacdes mais criteriosas possam ser realizadas no
intuito de verificar se o atual sistema de graduagdo proposto para carcinomas
mamarios em cadelas ndo estaria subestimando os tumores aparentemente bem
diferenciados (CTM grau 1). A identificacdo de padrGes morfologicos comuns em
tumores com comportamentos considerados “atipicos”, ou seja, com baixa graduagdo
histopatoldgica, mas metastaticos, pode ser de extrema relevancia para entendimento
do curso evolutivo dos CTM. Portanto, além da avaliacdo das células epiteliais,
mioepiteliais e mesenquimais, € importante caracterizar os padrbes de proliferacéo
destas células, bem como destacar a presenca de outros componentes da matriz
extracelular, desmoplasia, processo inflamatoério associado, angiogénese e invasao.

Este € o primeiro estudo que analisa, de forma exploratéria, componentes
clinico patologicos, com énfase para caracteristicas histomorfolégicas do CTM, com o
objetivo de melhor compreender o comportamento biolégico dos CTM grau | e
identificar fatores que estejam relacionados ao seu potencial metastatico. Contudo,
estudos adicionais sdo necessarios para melhor entendimento sobre a progressdo destes

CTMs, que podem ser denominados “atipicos”.
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ANEXOS

Anexo 1: Estadiamento clinico (TNM) de tumores mamarios caninos modificado de Sorenmo
etal. (2013).

T — Tamanho do tumor primério
T1l:<3cm
T2:3-5cm
T3:>5cm

N — Metastase linfonodo regional
NO: sem metéstase — exame histopatoldgico
N1: presenca de metastase — exame histopatolégico

M — Metéstase a distancia
MO: sem metastase
M1: presenca de metéstase

T N M
ESTADIO | T1 NO MO
ESTADIO II T2 NO MO
ESTADIO Il T3 NO MO
ESTADIO IV Qualquer tamanho N1 MO

ESTADIO V Qualquer tamanho NO/N1 M1




Anexo 2: Graduacéo histologica de tumores de mama de acordo com Elston e Ellis (1991).

ATRIBUTO AVALIACAO ESCORE
>75% do tumor 1
Formacdo tubular 10 a 75% do tumor 2
<10% do tumor 3
Tamanho nuclear similar a 1
célula normal
Pleomorfismo nuclear Moderado aumento de 5
tamanho e variacao
Marcada variacao 3
0 a 8 mitoses / 10 CAP 1
Contagem mitética em dez .
campos de alta poténcia (CAP)* 9-16 mitoses / 10 CAP 2
17 ou mais mitose / 10 CAP 3

*Adaptado de acordo com microscépio: 0,55mm — Olympus BX — 41. Objetiva de 40x
CAP: Campo de alta poténcia



Anexo 3: Protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
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