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INTRODUCAO

A prevaléncia de céancer em cées vem aumentando consideravelmente,
especialmente pela maior longevidade dos animais. Os tumores mamarios sdo 0s
neoplasmas mais comuns em caninos, logo apds os tumores de pele (Moulton,
1990; Misdorp, 2002). Nas fémeas sdo os mais frequentes (Queiroga & Lopes,
2002).

Entre os diferentes tipos histoldgicos de neoplasmas mamarios observados em
cadelas, os tumores mistos mamarios representam um grupo complexo. A falta de
critérios padronizados para classificagdo morfologica destes tumores gera
dificuldade no diagndéstico e no entendimento do seu comportamento biol6gico,
dificultando uma avaliacéo prognoéstica fidedigna (Misdorp, 2002).

Vérias tentativas tém sido realizadas para aumentar a eficiéncia do progndstico
de tumores, e para minimizar a subjetividade das classificagcdes histologicas
estabelecidas. Ha, portanto, uma grande necessidade de se estudar novos
marcadores de prognosticos de facil utilizacdo. Dessa forma, o clinico tera mais
seguranca na escolha da terapia a ser empregada (Bryne, 1998).

No sentido de qualificar o diagnodstico e prognoéstico dos tumores mistos
mamarios, 0 presente estudo teve como objetivo: dar continuidade a avaliagdo do
comportamento biologico destes tumores correlacionando o tipo histolégico ao
periodo de sobrevida pos mastectomia dos animais portadores e avaliar a eficiéncia
dos fatores prognosticos existentes.

MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho foram resgatados 43 casos, oriundos de bidpsias
excisionais ou de necropsias, diagnosticados como tumor misto benigno (TMB),
carcinoma em tumor misto (CTMB) ou carcinossarcoma (CCS). Estes casos foram
provenientes do Laboratério Regional de Diagndstico da Universidade Federal de



Pelotas (LRD/UFPel). Deste material incluso em parafina foram confeccionadas
laminas histoldgicas, coradas com hematoxilina-eosina como de rotina, para analise
por microscopia optica de luz.

Os tumores foram classificados de acordo com a descrigdo histolégica para
tumores mamarios em caninos. Para isso utilizaram-se os critérios histologico-
descritivos apresentados por Misdorp (2002) e apoiados pela Organizagcao Mundial
de Saude/Instituto de Patologia das Forcas Armadas Americanas (OMS/AFIP), que
caracterizam os tumores mistos com a seguinte ordem crescente de malignidade:
Tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto e carcinossarcoma.A graduacéo
histol6gica foi estabelecida de acordo com o sistema proposto por Elston & Ellis
(1991). Este sistema considera a formacéo tubular, o pleomorfismo nuclear e o
indice mitdtico. A graduacédo histolégica € obtida pelo somatorio dos pontos destes
trés parametros, e resulta em neoplasmas que séo classificados como de grau |
guando os escores resultantes da somatoria ficam entre 3 e 5, de grau |l quando os
escores ficam entre 6 ou 7, e de grau Il quando os escores ficam entre 8 ou 9.

A avaliacdo das regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR) foi
realizada no componente epitelial das amostras de tumores mistos. As amostras
foram selecionadas a partir da avaliagdo dos cortes de hematoxilina-eosina
anteriormente citada. A partir do estudo prévio, foram selecionados os blocos de
parafina correspondentes, dos quais foram obtidos cortes de 3um, os quais foram
corados através de impregnacdo pela prata. Para determinar a freqiéncia de
AgNOR, os granulos argentafins no interior dos nucleos foram contados através do
meétodo de contagem direta & microscopia Optica. Foram selecionados cinco campos
representativos e aleatérios em aumento de 1000x, procedendo-se a contagem dos
granulos em 100 células neoplasicas (20 células cada campo). A frequéncia
individual de cada neoplasma foi obtida dividindo-se o namero total de granulos
contados por 100. A contagem foi realizada por dois observadores, em momentos
distintos, sem que nenhum deles tivesse conhecimento prévio do tipo histolégico da
amostra avaliada.

A determinacdo da taxa mitética se deu nas laminas coradas por HE, através
da contagem das mitoses em cinco campos aleatdrios. Esta contagem foi efetuada
através da microscopia Optica de luz em aumento de 40x. Posteriormente, executou-
se 0 somatorio das taxas obtidas nos 5 campos e dividiu-se o valor obtido pelo
namero de campos avaliadas. Isto permitiu a obtencdo da média individual de cada
tumor avaliado.

A avaliacao da invasividade foi realizada no componente epitelial das amostras
coradas com hematoxilina-eosina. O método utilizado foi a visualizacdo através da
microscopia Optica de luz. Os tumores foram categorizados de acordo com uma
escala de invasividade de 0 a 2, representada por 3 categorias: auséncia de
invasividade (0), invasivo sem ruptura da membrana basal (1) e invasivo com ruptura
da membrana basal (2)

A analise estatistica foi realizada usando o programa Statisticx (Statistix. 2003.
Statistix 8 analitycal software. Tallahassee, FL). Foram realizadas comparacoes
entre os fatores prognosticos (graduacdo, AgNOR, mitose e invasividade) e a
classificacdo histolégica dos tumores. Além disso, também foram comparados entre
si, os dois fatores progndsticos indicativos de taxa proliferacdo (indice mitético e
AgNOR).

Para a comparacao entre as classificaces histoldgicas e a taxa mitética utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Krustall-Wallis. J& na comparacdo do método de
graduacdo de Elston & Ellis, invasividade e AgNOR com as classificacdes



histoldgicas utilizou-se o teste Qui-quadrado, Fisher e Tukey, respectivamente. Os
valores utilizados para a comparacdo do AgNOR com a classificagdo histologica
foram obtidos através da execucdo das médias entre as contagens de
AgNOR/nucleo dos dois observadores. Para a comparacéo entre os dois
fatores progndsticos avaliadores da taxa de proliferacdo, AQNOR e mitose, utilizou-
se o teste de Spearman.

Na avaliacdo da sobrevida pés-mastectomia, utilizou-se os casos anteriormente
avaliados, incrementados com o0s casos recentes(periodo de 2007-2008). As
informacgdes foram obtidas por contato telefénico com os proprietarios dos animais,
utilizando-se um questionario especifico para obtencdo de informacgbes acerca do
estado geral dos pacientes, presenca de sinais clinicos e aumento de volume em
alguma regido corporal. Nos casos de 0Obito, questionou-se causa ou circunstancias
deste.

RESULTADOS

O presente trabalho incluia inicialmente 43 amostras. Algumas destas néo
foram consideradas na avaliagcdo estatistica por representarem categorias com
namero de amostras ainda muito pequeno. Diante disto, os fatores progndsticos
foram avaliados em 40 amostras. Deste total, 14(35%) e 26(65%) casos foram
classificados como CTMB e CCS, respectivamente. As outras trés amostras
correspondiam a tumores mistos benignos e 1 delas a um CCS grau lll.

Na utilizacdo da classificagéo de Elston & Ellis (1991) 21 e 19 casos foram
classificados como grau | e Il, respectivamente. Nos CTMB houve predominancia do
grau I, porém nos CCS observou-se igualdade entre as duas classificacbes. Ao
efetuar a comparacao entre as amostras classificadas como grau | e Il, dentro de
uma mesma classificagéo histologica, ndo foi observada diferenca estatistica.

Na analise de AQNOR, os CTMB obtiveram uma média de 3,5 e amplitude
de 1,8-5,4; ja os CCS obtiveram uma média de 3,43 e amplitude de 1,94-6,15. Ao
comparar as medias de ambas variantes ndo se evidenciou diferengas estatisticas.

Ao efetuar a quantificacdo de mitoses, obteve-se para os CTMB uma
mediana de 0,70 e amplitude de 0,2-6 mitoses por campo e para os CCS uma
mediana de 0,60 e amplitude de 0-5,4 mitoses por campo. Na comparacéo entre as
classificacdes histologicas e a taxa mitética ndo se obteve diferenca estatistica entre
0s CCS e os CTMB.

Na andlise da invasividade foram obtidos 10 amostras classificadas como
grau 0, 20 com grau 1 e 10 corresponderam ao grau 2. E importante salientar o
maior numero de amostras classificadas como 0 e 1 nos CCS e como 2 nos CTMB.
Na analise comparativa entre as invasividades 0-1, 0-2, e 1-2 ndo se observou
diferenca estatistica.

Quando se comparou os dois fatores progndsticos de proliferacdo, mitose e
AgNOR, néo foi observado diferenca estatistica. Na avaliagcdo prévia da sobrevida
pos-mastectomia (feita em um periodo minimo de 6 meses e maximo de 2 anos) 33
casos foram acompanhados, dos quais 21(%) eram CCS e 11(%) CTMB. Dos 6
animais recentemente acompanhados (periodo de 2007-2008), 5 (83,33%)
permaneceram vivos e apenas 1 (16,66%) veio a 6bito, porém néo relacionado com
o tumor. Além disso, o periodo minimo pés-mastectomia nestes animais foi de 4
meses e 0 maximo de 11 meses e em sua totalidade o tumor foi classificado como
CCs.

DISCUSSAO



Através da classificacdo por graduacdo de Elston & Ellis observou-se uma
alta variacao entre os dois sub-tipos de neoplasmas avaliados. Isto provavelmente
se deve a heterogeneidade dos componentes epiteliais carcinomatosos de uma
mesma amostra (Moulton, 1990). Isto foi evidenciado ao se encontrar 0 mesmo
numero de casos pertencentes ao grau 1 e 2 nos CCS.

Na analise dos fatores de avaliacdo da taxa de proliferacdo (AgNORs e
mitose) ndo encontrou-se diferenca estatistica entre os CTMB e CCS. Isto se deu
provavelmente devido a estreita relacdo entre os dois fatores que avaliam
aproliferacdo das células tumorais. Ha outros parametros para a avaliacdo de
proliferagdo celular, Barwijuk-Machata (2004) e Lohr (1997) utilizaram a expressao
de PCNA e Ki-67 para definir uma estreita relacdo AQNOR/mitose.

Apés a analise de invasividade das amostras ndo observou-se diferencas
estatisticas significativas em decorréncia do numero escasso de amostras.
Provavelmente se houvesse um maior nimero das mesmas, seria evidenciado
diferencas estatisticas entre elas. Além disso, os CCS obtiveram uma maior taxa
dos baixos graus de invasividade (0 e 1), assim corroborando com a
heterogeneidade anteriormente citada do componente carcinomatoso presente nos
tumores mistos benignos.

No acompanhamento prévio havia 21 casos de CCS dos quais 10 foram
acompanhados por 2 anos, sendo que em trés destes 0s animais morreram em
decorréncia do tumor. Ja no acompanhamento recente os 6 casos de CCS foram
acompanhados por um periodo maximo de 11 meses, sem 0Obitos.

CONCLUSAO

Diante disso, conclui-se que o sistema de graduacdo de Elston & Ellis € o
mais fidedigno para definir o comportamento bioldgico dos tumores mistos
mamarios. Considerando que este estudo é prévio e que ha necessidade do
aumento do numero de amostras de cada categoria. Embora ndo tenha havido 6bito
para 0s casos acompanhados recentemente, é evidente a necessidade de
realizacdo destes acompanhamentos por um periodo mais longo, pois assim se
obtera resultados mais precisos no quesito comportamento tumoral.
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